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Yerfahren zum Nachwcis und zur Entfernung von Endotoxin 

Die vorliegende Erfmdung betrifft Verfahrcn zum Naohweis und zur Entfernung von 
Endotoxinen aus eincr Probe. 

Endotoxin (ET) bezeichnet eine Familie von Lipopolysaechariden, die zusammen mit Proteinen 
und Phospholipiden die auflere 2ellwaud GTam-ncgativer Bakterien bi1den. Endotoxine kommcn 
ausschiiefllich in dieser Bakterien gruppe vor und spielen eine wichtige Rollc in der Organisation, 

• Stabilitat und Barrierefunktion det auBeren Membran. Zahlreiche Bakteriophagen nutzen 
Endotoxin bzw. aUgemein Lipopolysaccharid zur $pezifischen Erkennung ihrer Wiitsbaktcrien. 

Ailc Endotoxinvarianten bestehen aus einem Heteropolysaccharid, das kovalent an Lipid A 

r 

gebunden ist Lipid A verankcrt Endotoxin in der aufleren Bakierieiimembran. Das 
Heteropolysaccharid, das aus einem Herzoligosaceharid und denn OAntigen besleht, zeigt. in die 
umgebende LOsung und besiimmt die serologische Identit&t des Bakteriums. Das O- Antigen 
besteht aus repetitiven Oligosaccharideinheiten, deren Zusarnmensetzung stammspezifisch ist. 
Charakteristische Bausteine des Herzoligosaccharids sind 2-Keto-3-desoxyoctonsaure (KDO) 
und L-G1 ycero-D-manno-heptose (Hep). 

Der konservativste Teil von Endotoxin verschicdener Gattungcn ist das Lipid A. Ahnlich 
konserviert wie Lipid A ist die innere Herzregion, die auBere Hcrzregion weist bereits eine 
hohere Variation au£ Die innere Herzregion, KDO und Lipid A selbst tragen mchrere 
Phosphatgruppen als Substituenten und sind so ftir die negative Ladung von Endotoxin 
verantwortHch. DarQber hinaus k5nncn die Phosphatgruppen am Lipid A und der Hcrzregion 
variabel mit Arabinose, Ethanolamin und Phosphat substituiert sein. Einzelne Saccharidbausteine 
des O- Antigens sind aeetyliert, sialysierl oder glycosyliert Das O -Antigen variiert auflerdem 
beziiglicb der Anzahl repetitiver Einheiten s weshalb die Endotoxin-Population jedes Bakteriums 
eine gewisse TIeterogenitat aufweist. 

■m 

bndotoxine sind Biomolcktlle, die ohne entspreehende VorsichtsmaBnahmcn in praktisch alien 
w&ssrigen Ldsungcn vorzufinden sind. Endotoxine kflnnen bei Mensch und Tier zu Sepsis, einer 
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starken Fehlreaktion des Immunsy stems fiihren. Daher sind z.B. bei der Herstellung von 
Pharmaproteinen Verunreinigungen mit Endotoxin exakt nachzuwdsen uiid in dcr Folge 
kompiett zu entfernen. Endotoxin slellt em Problem bei gentechnisch hergeaiellten 
Arzneimitteln, Gentherapeutika oder Substanzen dar, die in Mcnsch oder Tier (z.B. 
Tiermedizinische Behandlung odejr bei Tierversuchcn) injiziett Werden. Dooh nicht nur bei 
medizimschen, sondern auch bei Porschungsanwendungen, wie bei Transfektionsexperimenten 
von Saugerzelten kann eine Hemmung bzw. em Senkcn der Transfektionseffizienz dureh 
Endotoxin beobachtet werden. 

Um Proteine iitt Rahmen von klitiischen Studien einsetzen zu ktfnnen, verlangen die europaische 
und die amerikaniscbe Pharmacopeia, dass die Proteine bestimmte Grenzwcrte an 
Endotoxinbelastung unterschreiten (z.B. Trnmunserum Globulin < 0 ? 91 EU/nal , dies cntspricht < 

• 5 EU/kg Ktirpcrgewicht & Stunde (Dosis = BU/kg * h); EU « Endotoxin Unit; FDA (Food and 
Drug Administration): Guideline on Validation of LAL as End Product). Falls ein Medikament 
bzw. darin entbaltene Proteine eine zu hohe Endotoxinbelastung aufweisen, kann dies bis zuin 
Tod des Probanden fuhrem Die fehlgeleitete Immunabwehr schadigt durch cine IJherreaktion 
den Patienten. Dies kann zu Gewcbeentziindungen, Blutdruokabfall, Herzrasen, Thrombose, 
Schock etc. fuhren. Beteits eine langer anhaltende Endotoxin-Exposition in Picogramm-Mcngen 
kann zu chronischen Nebenwirkungen wie z.B. Immunschw&chen, septischen Symptornen etc. 
fuhren. 1m Rahmen der Substanzherstdlung ward daher, insbesondere bei Prozessen unter „Good 
Manufacturing Practice" (GMP) Bedlngungen, versucht, Endotoxin soweit wie mflglich 
abzureichern. Allerdings ist die Endotoxin-Emtemung bei Proteinen, Polysacchariden und DNA 
problematisch. Gerade bei Proteinen gibt es grofle Probleme durch deren intrinsische 
Eigenschaften wie Ladungszustand oder Hydrophobizitat, die eine Endotoxinentfernung nahezu 
~*M_ bzw. zu grata ft^ta-ta. bd *, Entenung^dur fflten . 

Derzeit sind vier Verfahren zum Endotoxin-Nachwcis in biologischen Ltfsungen besbhriebpn, 
wobei nnr die beiden ersten Verfahren von der FDA zugelassen sind. 1. „Rabbit Pyrogen 
Testing": Ein Verfahren, bei dem einem lebenden Kaninchen eine Endotoxin-LSsung injfaiert 
und damit eine Immunreaktion ausgelflst wird, Diese Endotoxin-verursachte Immunantwort wird 
iiber die Entwieklung von Fieber nachgewiesen, 2. Deuflich besser standardisierbar ist der 
„Limulu$ Amoebocyte Lysate (LAL)" - Test, der derzeit am h&ufigsten verwendete Test 
(BioWhittaker, Inc., Charles River, Inc., Associates of Cape Cod, Inc., alle USA). Bei diesem 
Verfahren wird die Verklumpung des Blutes des Pfcilschwanzkrebses (Limulus polyphemus) 
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nach Endotoxin-Kontakt gemessen. 3. Der Tn Vitro Pyrogen Test basiert auf dem Nachweis von 
Intericukin-ip in rnenschlichem Blut, das an der Fieberinduklion beteiiigt ist. Dcr Test besteht 
aus einem Inkubationsschritt von menschliehem Blut niit der zu unlersuchenden LOsung und der 
anschlieflenden Detektion des Interleuldns uber Antikdrpcr. 4. Eine weitere Mftglichkeit ist der 
Einsatz eines speziellen Zellkultursystems (Sterogene Inc., USA), mit dem die Aktivicrung von 
Monozyten uber die Entstehung bestimmter Zj^tokine veriblgt wird. 

Die beiden erstgenannten Verfahren sind jedoch sehr teuer und durch den groflen Redarf an 
Versuchsticren b^w, an Blut des sehr scltenen PMlschwanzkrcbses nicht zuleM aus Tier- 
schutzgrtlnden bedenklich. Der LAL-Test kann zwar auch miniaturisiert und automatisiort 
werden, hat aber aufgrund geringer StabiHtat der Komponenten massive Nachteile in der Anwen- 
dung* Eine einmul geoffhete LAL-L5sung inufi direkt weitcrverarbeitet und aufgebraucht 

• werden, da die Komponenten innerhalb weniger Slunden aggregicren* Der Tn Vitro Pyrogen Test 
benotigt raoglichst frisches mensehliehes Blut und ist relativ zeitaufw&ttdig, da die Produktion 
des lnterlcukins ctwa 1 0 bis 24 Stunden bentitigt. Nehen Bndotoxinen konnen mil dern Pyrogen 
Test auch andere Pyrogene erkannt werden. Diescr Test wird jedoch in crater Linie als Ersatz ftfcr 
den „Rabbit Pyrogen Test" verwendet. Fttr alle Testverfahren ist gcsehultea Personal nqtig und 
die Verfahren sind sehr storanfaliig, weil z.B. das Immunsystem von Kaninchen auf die gleiqhe 
Endotoxindosis durchaus untetschiedllch reagieren kann. Das Zellkultur- Verfahren der Firma 
Sterogene ist, wie alle Zellkulturverfahren, ebenfalls sehr auftaSndig und weist Probleme bei der 
Standardisierung auf. 

Tnsgesamt kann festgestelit werden, dass es kein etntach handhabbares und kostengtinstiges . 
Verfahren zum Endotoxinnachweis gibt und die derzeit eingesetzten Methoden eine Rcihe von 
Nachteilen aufweisen. Es besteht daher der Bedarf fur ein Verfahren, das diese Nachteile 

--. 

umgeht. 

Zur Eodotoxinentfcrnung aus biologischcn LSsungen allgemein gibt es eine Reihe von 
Verfahren. Insbesondere bei Proteinen gibt es allerdings bislang keine allgemein anwendbaren 
Stand ard verfahren . Die jeweils verwendeten Verfahren sind angepasat an die spezifisohen 
Eigcnschaiten des jeweiligen Proteins und auf den entsprechenden Produktionsprozess des 
Proteins. Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur Endotoxinentfermmg* wobei jedes dieser 
Verfahren spezifische Vor- und Nachteile aufweisL 
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Die Ultrafiltration (Petsoh, D. & Anspach, F,B, ? 2000, J, BiotechnoL 76, 97-119 und Referenzen 
darin) wird fur Endotoxin-Abrcicherungen aus Wasser und Lftsungcn mil niedermolekularen 
Bestandteilen wie Saize, Zucker und Antibiotika verwendet, ist jedoch nicht fxir hochmolekularc 
Proteine oder DMA geeignet. 

Die 2-Phasen-Extraktion (z*B. WO 016671 8, Merck) soli wasscrlflsliche Proteine und DN A von 
Endotoxin trennen, bedingt jedoch Detergenzreste im gereinigten Produkt. Das Verfahren ist 
auBerdem durch mehnnaliges Wiederholcn dcr Reinigungsprozedur zeitaufwandig. 

* 

Ebenfalls wird ftir die EndotoKinabreicherung aus DNA und basischen Proteinen ein 
Anionenaustauscher (DEAE)-Verfahren verwendet (z.B. US 5990301, Qtagen; WO 9414837, 
Enzon), das jedoch erne niedrige Tonenstarke (<50 rnM NaCl) voraussebri und zu einer Protein 
Co- Adsorption bei sauren Proteinen fiihrt 

Ein weiteres Verfahren zur Endotoxinabreicherung aus DNA und Proteinen (z.B, BSA, 
Myoglobin, gamma-Globulin, Cytochrom C) ist die Afiiini tats- Adsorption (z, B, Polymyxin B, 
Histamine, Histidm, Polylysin) z.B. GB 2192633 (Hammersmith Hospital), die jedoch im Fall 
von Polymyxin B toxisch ist und bei niedrigen Ionenstarken zur Co- Adsorption von Proteinen 
fuhren kann. 

i 

Weiterhin wird die Immun-Affinitats-Chromatographie eingcsctzt, wobei die SpezifitSt fur 
bestirnmte Endotoxine nur iiber. teure Antikorper (US 5179018, Centocor; WO 0008463, 
Bioserv) gcgen Herz-Oligosaccharid erreicht werden kann. 




Femer wird das S3de!ta~Peptid (WO 0127289) des Faktors C (eines Bestandteils des EAL-Tests) 
(WO 9915676 heide; National University of Singapur) bei Proteinen (z.B. BSA, Chymo- 
trypsinogen) verwendet, wobei jedoch dieses Verfahren eine geringe Effizienz bei hohen 

■ 

Ionenstarken besitzt und die hohen Herstellkosten (Produktion in Tnsekten-ZellkuUur) 
hmzukommen. 



In der Anwendung in der pharmazeutischen Industrie befinden sich fur Proteinlosungen, 
augepassi an die Eigenschaften der Zielproteine, im wesentlichen drei Verfahren: 

* Anioncnaustauscherchromatographie 

• Reversed-Phase Chromatographie; Diese hat den Nachteil, dass sie nicht fur allc Proteine 
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gleichcrmafien geeignet und insbesondere bei hydrophoben Proteiiieri problematisch ist. 
Daruberhinaus ist dieses Verfahren schr zcitintensiv* 
• RemTox (Fa. Millipore): Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass neben einer sehr langen 
Inkubatiomdauer der unspezifische Bindungsanteil hoch ist, und die 
Protcinwiederfindung oftmals nicht ausreichend ist. 

Eine grobe Endotoxin- Abreicherun g von Proteinen auf einen Wert bis /u 10 RU/ml ist mit den 
bestehenden Verfahren in vielen Fallen moglich. Die verbleibende Konzentration an Endotoxin 
wirkt jedoch immer noph toxisch. Eine weitere Aforeicherung bzw. Entferming (=Feinreinigung) 
ist daher erwtinscht bzw, abhangig von der Dosis des Proteins in der rnedizinischen Anwcndung, 
von der Ewopfiischen Pharmacopeia (z.B. 5 EU/kg KOrpergewieht und Stunde in intraventfsen 
Anwendungen) und der FDA verbindlich vorgeschrieben* Allerdings ist diese Fcinreinigung mit 
vorhandenen Methoden oft nicht zufriedenstellend gewahrleistct Die rnarktgangigen Verfahren 
weisen hier erhebliche Nachteile auf und sind bei bestimmten Proteinen ofi. nicht, oder nur timer 
erheblichen Verlusten des Zielproteins, onwendbar, 

Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem 
Endotoxins aus LOsungen entfernt werden k&nrien. Der Erfindung Hegt ferner die Aufgabe £u 
Grunde, ein Verfahren bereitzustellen^das Endotoxins in Losungen und Proben nachweisen kann 

Die Aufgaben werden dutch den in den Patenlanspruchen defmierten Gegenstand gelost 

Die nachfolgenden Figuren erlautern die Erfindung. 

Fig r 1 «;eigl eine schemalische Obersichl der diemischen Struktur von Endotoxin aus E. coli 
Oil 1:B4. Ilep = L-Glycero-D-manno-heptose; <3al = Galactose; Gic = Glucose; KDO = 2-Keto- 
3-desoxyoctonsaure; NGa -,N-Acctyl-galactosamin; NGc - N-Aectylglucosaniin. 

Figur .• 2 zeigt die Ergebnisse von Versuchen mit Chromatographiesaulen 3 die tlber 
Sulfhydrylreste immobilisiertes NStrepS3Cpl2 tragen. (A) Endotoxinentfemung , aus 
Proteinlosungen: Rinderserumalbumin (BSA), Carhonanhydrase (CA) und Lysozym (Lys) 
wurden 1 h auf der Sauie inkubiert und anschliefiend mit Puffer eluierL Die 
Endotoxinkonzentration vor und naoh der SSule wurden mit dem LAL-Test gemessen und daraus 
die prozentualc Abnahme berechnet. (B) Proteinwiederfmdung: Die Proteinkonzentrationen der 
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Ausgangslosungen und der Fraktionen naeh der Saule wurden durch Absorptionsniessung bei 
280 run bestimmt und daraus die prozentuale Proteinwiederfindurig eimiltelt. 

Figur 3 zeigt die Endotoxinentfernung aus einer Lysozymlosung tiber Chromatographicsaulen 
rait „ungerichtet" (1) mid „gerichtet <& (2) itmnobilisiertem pl2. In beiden Fallen wurde an NHS- 
afctivierte Saulen pi 2 S3C gebunden. Die „ungerichtete" Immobilisierung erfolgte iiber primare 
Ammoreste von pl2S3C, die durch Reaktion mit den NHS-Gruppen kovalente Verbindimgen 
mit der Tragersubstanz eingehen, Eine „gerichtctc" Verknupfung von iiber ein N- 

terminales Cystein wird durch Diaminoethan und SIA (N-succinimidyl-iodoacelat) erreicht. (A) 
prozentuale Endotoxmentfermmg. (B) Protein wiederfiiiung. 

Figur 4 xdgt die Ergebnisse von Vcrsuchen mit biotinyliertem pl2 ? das tiber Streptavidin an 

• magnetische Beads gebunden wurde. (A) Die Endotoxinabreicherung au$ Puffer (20 inM Hcpes, 
150 mM NaCl s pTI 7.5) und Proteinl&sungen wurde mitteis LAL-Test bestimmt. (B) FOr die 
Proteinldsungen wurde die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessungen ermittelL Die 
Abtrennung der Beads von der Losung erfolgte mit Hilfe eines Magnetseparators. BSA: Kinder- 
Serumalbumin, CA: Carbonanhydrase. Lys: Lysozym* 

* 

Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Endbtoxinentfernung mit pl2, das iiber Biotin-SLreptavidm 
Wechselwirkungen auf Agarose-Beads immobilisiert wurde. Die Abtrennung des *" 
. immobilisierten pi 2 erfolgte durch Zentrifugation. Die Endotoxinentfcrnung aus Pufter (20 mM 
Tris, 150 mM NaCl ? pH 8.0) und BSA-L6sungen wurde anhand der Endotoxinkonzentrationen 
von Ausgangslosung und Uberstand bestimmt. 

• Figur 6 zeigt Ergebnisse von Oberflachen-Plasmon-Resonanz Messungen. (A) Resonanzkurven, 
die als Antwort auf Injektion von vcrsehiodencn (jc in u-g/ml: 100; 25; 6,25; 4; 1,56; 0,4) pl2- 
Konzentrationen ( ) gemessen wurden. Die Bindung erfolgt an Endotoxin von E. coli D21fK 

das auf einem hydrophoben HPA-Chip immobilisiert wurde. Die Injektion von pl2 und EDTA 
(5 mM) wird durch Balken iiber den Kurven markiert, Puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 
8.0. (B) Gleichgewiehtsresonanzwerte fur die Bindung von pl2 an immobilisiertes Endotoxin 
wurden etwa 600 s nach Beginn der p!2 Injektion gemcssen und gegen die dazugehorigen pi 2- 
Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit der Langmuirschcn 
Adsorptionsisothermc (RU = RU ma x*[pl23/([pl2]+K d )) an die Daten. (C). Bindung von E, coli an 
btotitiyliertes p!2 ? das auf Streptavidin-Chips immobilisiert wurde. E. coli D21c8 ( ), dessen 
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innerere Herz-Region vollstSndig ist, an pi 2. Dagcgen bindet E. coli D21Q ( — ), der eke stark 
verkurzte Herz-Region besitzt, nicht an pi 2. Die Messungen wurden in PBS durchgeftlhrl. 

Figur 7 zeigt schematisch die Stmktur der findotoxin-Herzregion versehiedener Kcoli-Mutanten. 

Figur 8 zeigt schematised das Ergebnis einer Endotoxin-Abreicherung mitteis 
Chromatographiesaulen-DurcbJlussverfahren^ E bedeutet Aquilibrierungspuffer (20 inM Hepes, 
150 inM NaCl, 0.1 mM CaCl 2 , pll 7.5), A bedeutet Waschpufter.A (20 mM Hepes, 150 mM 
NaCl, 0.1 mM CaCl 2 , pH 7.5), B bedeutet Elutionspufter B (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 
raM EDTA, pH 7.5), C bedeutet Regenerationspufter C (20 mM Hepes, 1 50 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 0.005 % NaDOC, pH 7.5), S bedeutet Konzentration von Protein und Endotoxin in der 
Ausgangslosung. BSA bedeutet Rinderserumalbumin. EU bedeutet Endotoxin Units (Endotoxin 

• Einheiten). IMach Injektion (1) von 4 ml der Ausgangslosung (S) wurde mit 15 ml WasehpulVer 
nachgespult und der Durchlauf fraktiomert (je 2.5 ml wahrend des Auftrags, je 2 ml wShrend des 
Waschens). Anschliessend wurde die Saule mit den Puffern B und C regeneriert und der Auslauf 
ebenfalls in Fraktionen (je 2 ml) gesammelt. Wie in der Figur ersichtlich, war das BSA in den 
ersten 3-5 Fraktionen nach der Injektion zu finden. Der Gehalt an Endotoxin in diescn 
Fraktionen war urn den Faktor 100 niedriger als in der Ausgangslosung. Das an die Saule 
gebundene Endotoxin wurde dann mit den Puffern B und C von der Saule gewasehen. 

4 

Figur 9 zeigt schematisch die Ergetmisse der Endotoxin Entternung aus gering verunreinigter 
Pufferlosung (5 EU/ml) im Ditrchflussverfahren, pl2 wurde ungerichtet auf NHS-aktivierter 
Sepharose 4 FastFlow (Ameraham Biosciences, Uppsala, Schweden) immobilisiert (8 mg pi 2/ 1 
ml Sepharose) und 3 Saulen mit je 2 ml Sauienvolumen gegossen. Das Experiment wurde 
parallel auf 3 Saulen durchgefuhrt. Vor dem Auilrag der Probe wurde jeweils 1 ml 
Aquilibrierungspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCl 2 , pH 7.5) gcsammelt, 
danach die Probe (S: Endotoxin aus R coli 055;B5 in Aquilibrierungspuffer, 4.6 EU/ml) 
injiziert (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml gesammelt. Die Regeneration der SSiuie erfolgte 
durch Zugabe von 4 ml Regenerationspuffer (R: 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 
0,005 % NaDOC, pH 7.5). Die Endotoxin Konzentration wurde mittcis LAL-Tcst bestimmt 
(kinetisch chromogener LAL-Test ? Charles River Inc.). Die Endotoxin Venuireinigungen 
konnten in alien drei Experimentcn vollstSndig cntfernt werden, d.h. die Endotoxin 
Konzentration im Durchlauf lag unter der Nachweisgrcnzc (<0.005 EU/ml). 
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Figur 10 zeigt in einem Balkendiagramm das Bindungsverhalten des 
Bakteriophagenschwanzproteins pi 2 an Endotoxin, das mittels Polymyxin B an 
Chromatographiesaulen (0.5 ml) gebunden worden war. Es warden jeweils 2 Polymyxin B 
Saulen mit Endotoxin von R coli 055 :B5 (10 6 BU/ml) gespiilt (+LPS, schwarze Balken) und 2 
Saulen mit Wasser gewaschen (- LPS, gestreifte Balken), Die Menge des 
Bakteriophagenschwan^roteins pl2 wurde gegen die Fraktionen des Chromatographielaufs 
aufgetragen. Jeder Balken zeigt die Mittelwerte, die aus zwei parallelen Chromatographic auf en 
emtUtelt wurden. Der erste Balkcnpaar (A) zeigt die aufgetragene pl2 Menge und das zweitc die 
Fraktion 1 (Fl), eine Kontrollfraktion vor dem Auftrag von pi 2 auf die Saule, Der Pfeil markiert 
den Auftmg von pl2. auf die Saule. Die Frakltonen 2-5 wurden nach dem Auftrag gesammelt. 
Die Konzentration von pi 2 wurde durch Absorptionsmessuwg bei 280 nm ermittelt Das 
Fraktionsvolumen filr die Fraktionen 1-4 bettug 1 ml und 2 ml Tur Fraktion 5. Die Regeneration 
der Saule in Fraktion 5 erfolgtc durch Zugabe von 2 mM EDTA zum LaufpulTer (20 mM Hepes, 
150 mM NaCl, 0*1 mM CaCl 2:> pH 7,5). Das Bakteriophagenschwanzprotein pl2 wurde auf den 
Saulen, die vorher mit Endotoxin beladen worden waren, zuriickgehaitcn, walirend es durch die 
SSUlen, die kein Endotoxin enthielten, ohne Verzogerung durchlief. 




Figur 11 A und B zeigt in einer Gxaphik die Abnahme dcr Fluoreszenz der T4pI2-Mutante 
W359J283Y nach Zugabe von Endotoxin-Polysaccharid (aus Salmonella ttiyphimurium), A) Die 
Fluoreszenz der P 12-Mutante W359_283Y (40 pig/ml) im Bereich von 305-450 nm wurdc nach 
Anregung bei 295 nm gemessen. Nach Zugabe von 3 ]xl Polysaccharid (10 mg/ml) (graue 
Kurve). zu 120 0 Usuqg mit P 12-Mutante W3S9JW3 Y konnte im Vcrgleich zur unbehandelten 
Probe (schwarze Kurve) eine Abnahme der Fluoreszenz beobachtet werden Die Kurven wurden 
gegen KontroHmessungen ohne die pi 2 Mutante korrigiert. Figur B) zeigt die prozentnale 
Abnahme der Fluoreszenz der pi 2 Mutante W359_283Y in Abhangigkeit von der Konzentraiion 
des appHzierten Endotoxin-Polysacchorids. Die Anrcgungswellenlange war 295 nm und die 
Emissionsweilenlange 350 nm, Es wurde die pl2 Mutante W359J283Y (200 jig/mi odcr 3.6. 
pM) vorgelegt und mit End otoxin-P oly s acchari d titriert Auf der X-Achse sind die 
Endkonzentrationen des Endotoxin-Polysaccharids aufgetragen. Die Messwerte wurden gegen 
Kontrollmessungen ohne die pi 2 Mutante W359_283Y korrigiert. Ab einer 
Polysaccharidkonzentration von 500 nM konnte eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz 
gemessen werden. 



Der Begriff "Endotoxinabreicherung" oder "Endotoxinc*tfernung" wie hier verwendet bedeutet 
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voilstandige oder teilwcise Entfernung von Endotoxin axis Probenmaterial. 

Der BegrifT Trobcnmaterial" oder "Probe" wie hier verwendet umfasst sSmtliche Losungen, in 
denen Endotoxine nachgewiesen werden sollen oder aus denen Endotoxinc cntfernt werden 
sollen. Beispielhaft fur Losungen ist die folgende Aufeahhmg: wassrige LOsungen und Gemischc 
aus Wasser und organischen Losungsmitteln, Blul, Rlutprodukte, Plasma, Serum, Urin, Medien. 
Beispielhafte Losungen sind ferner solche, in denen feste zu untersuchende odor zu reinigende 
niedermolekulare und/oder hochmolekulare Substanzcn gel6st wurden, beispielsweise, Zucker, 
Saize, Antibiouka, Proteine, DNA, RNA, Lebensmittei, Axzneimittel, . Impfstoffe, oder 
organische und anorganische Chemikalien wie z.B. NaCI, MgCl 2 , Purine oder Pyrrolidine. 

r 

Der Begriff "Endotoxin" wie hier verwendet bezeichnet das bakterielb Lipopoly$accharid, das 
Bestandteil der auBeren Membran gram-negativer Bakterien ist. 

t 

Der BegrifT "Bakteriophagenschwanzprotein" wie hier verwendet bezeichnet solche Proteine, die 
in Bakteriophagen vorkommen und Bestandteilc von Zellmembranen binden kiinnen. 
Oblicherweise sind diese Proteine im Bakteriophagenschwanz lokalisiert, konnen jedoch auch 
auf dem Bakteriophagenkopf oder bei Balcteriophagen ohne Schwanz auf der nonnalen 
Balrteriophagenbulle lokalisiert sein; Die von dem Bakteriophagenscbwanzprotcin gebundenen 
Zellbestandteile kiinnen insbesondere Endotoxine sein. 




Der Begriff "unspezifische Immobilisierung" oder "ungerichtete [mmobilisierung" wie hier 
verwendet bedeutet, dass die Kopplung eines Proteins an eine Oberflache Uber Proteinreste (z.B. 
primare Amine) erfolgt, die uber die gesamte Proteinoberfiache verteilt sein kOnnen. Die 
Auswahl der fur die Kopplung des einzelnen Proteimnolektlls verwendeten Gruppe ist zufUl lig. 

Der Begriff N Oberfmche ,T oder "Trager 11 wie hier verwendet umfasst ailc Malerialien, an die eine 
Kopplung oder Adhasion ' eines Froteinmolekuls moglich 1st, wie z.B, GlasoberMchcn, 
Chroniatographiematerialien, z.B. Agarose oder Sepharose, Plastikoberflachen, zJ3. Polystyrol 
oder Polypropylen, Filtermalerialien, z.R, Cellulose,. 



Der Begriff "gerichlete Immobilisierung" wie hier verwendet bedeutet, dass die Kopplung uber 
Aniinosaurereste oder andere Reste (z.B. Glykosyslierungen des Proteins) erfolgt, deren Position 
im Protein (z. B, N- oder C-terminal) bekannt ist. Die Auswahl dieser Gruppen ftir die Kopplung 
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eifolgt durch die Auswahl geeigneter Reaktionspartaer/Linker, die bovonsugt mit diesen Rcsten 
reagieren (*.B. Kopplung von Sulfliydrylresten an Iodoacetatreste; lodoaeelat rcagierl 
tausendmal schneller mit Sulfhydrylresten als mit Aminoresten). 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, 
umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit Bakteriophagemchwanzproteinen, und anschlieBend 

b) Nachweis von an Bakteriophagensehwanzproteine gebundenem Endotoxin mittels 
spektroskopischer Verfahren, ELTSA, chemischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von 
Endotoxin oder abgespaltcnen Endotoxinkomponenten, oder mittels Kapazitatsmessung. 

■ 

i 

Gegebenenfalls wird nach Schritt a) und vor Sehritt b) ein zusatzlichcr Schritt a') Ablreimung 
von Bakteriophagenschwati2protein-Endotoxin-Koinplex von der Probe eingefUhrt. 

A 

t I 

Der Nachweis mittels spektroskopischer Verfahren kann z.B. mit Fluorcszenzemissipn, 
Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus, der Nachweis mittels 
Kapazitatsmessimg kann z.B. mittels elektrischer Signale durchgefuhrt werden. Die aufgefiihrten 
Nachwcise konnen feraer mit einem Kompetitionsnachweis kombiniert werden. 




Vorzugsweise betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, bei dem nach Ablrennung des 
Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe, der Nachweis der 
Endotoxine liber immunologischc, chemisdie oder enzymatische Keaktionen eifolgt. Dazu 
konnen die Bakteriophagcnschwanzproteine mit Hilfe spezieller Liganden, wie z.B. Biolin, 

t < 

Strep-Tag oder His-Tag, an die entsprechenden Tr&ger zJB, Sepharosen oder magnetische Beads, 
die mit Streptuvidin oder Streptactin beschichtet sind, gebunden werden. AnschlieBend kann, 
falls gewiinseht, eine Ablrennung der grobkSrnigen Trager durch Filtration, Zentrifugation oder 
magnetische Separation von der Probe erfblgen. Gewtlnscht ist die Abtrcrmung insbesondere, 
wean die der Bakteriophagenschwari2protein-EAdotoxin-Komplex auf einer Oberflache fixicrt 
ist, die in den verwendeten Nachweiaen nicht eingesetzt werden kann. 



Der immunoiogische Nachweis erfolgt z,B, uber die Bindung von Endotoxin speziflschcn 
Antik5rpern an die .Endotoxins Bindung eines SekimdarantikOrpers an den crsten Anlikorper 
und anschlieBender Deiektion fiber eine enzyrnlisehe Reaktion, die durch ein an den 
Sekundarantikdrper fusioniertes Enzym kalalysiert wird (ELISA)- 
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Der Endotoxm-Nachweis kann auch nach chemischer Spaltung des Endotoxins miltels Saure 
Oder Base und anschliefiender Detektion einzelner Endotoxinbestandteile, wie der 2~Keto~ 
Deoxyoctonsaure, den Heptosen (Lee C.-H., Tsai C.-M., Quantification of bacterid 
^polysaccharides by the purpald assay: Measuring formaldehyde generated from 2-kcto- 
deoxyoctonate and heptosc at (he inner core by periodate oxidation. Analytical Biochemistry, 
1999; 267: 161-168) oder den Hydroxy-Fettsauren (Lyngby J., Oisen L.H., Eidem T. Lundanes 
E. Jantzen E., Quantification of lipopolysaccharides in outer membrane vesicles vaccines against 
meningococcal disease. High petfomance liquid chromatographic determination of the 
constituent 3-Hydroxy-lauric acid. Biologies, 2002; 30:7-13) erfolgcn. 

Ein weiterer Aspekt dcr yorliegenden Erfindung belrim ein Verfahren zum Nachweis von 
Endotoxin, umfassend. die Schritte: 

a) In Kontakt bringen einer Probe enthaltend Endotoxine mit einer Oberflache, anschlieflend 

b) Tnkubieren von Bakteriophagenschwanzproteinen an die auf der Oberflache immobilisierten 
Endotoxine, und 

E 

■ I 

c) Nachweis der Bakteriophagenschwanzpmleine mitteis spektroskopischer Verfahren ELTSA 
chemischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von Endotoxinen oder abgespaltenen 
Endotoxinkomponenten, oder mitteis Kapazitatsmessung. 



Gegebenentalls wird nach Schritt b) ein weiterer Schritt b') Abtrenncn der gebundenen 
Bakteriophagenschwanzproteine vom Endotoxin, durchgeftthrt. 




Bcvorzugt ist ein Verfahren, bei dem nach der Bindung von Endotoxin an eine Oberflache, die 
endotoxinbindende Liganden, wie Polymyxin B, Poly-L-Lysin, Chitosan und ahnliche tragen, 
Bakteriophagenschwanzproteine an die immobolisicrtcn Endotoxine binden und diese 
Bakteriophagenschwanzproteine iiber eine anschliefiende Enzymreaktion nachgewiesen werden. 
Die Bakteriophagenschwanzproteine konnen mitteis EI.JSA nachgewiesen werden, dcr 
speztfisch fiir das Bakteriophagenschwanzprotein ist, oder iiber Enzyme, die mit dem 
Bakteriophagenschwanzprotein gentcchnisch fusioniert oder iiber chemische Reaknonen 
gebunden wurden. Bej den Enzymen handelt es sich z.B. um Alkaiische Phosphatase, 
Peroxidase, oder andere. 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Entfernung von 



Datum 20.12.03 19:45 FAXG3 Nr: 734563 von NVS:FAXG3.I0.0101/08141539024 (Seite 13 von 50) 



ABS.: BETTENHAUSEN; 0Q141539024; 20-DE2-03 19:58 j SEITE 14 

« 

12 

Endotoxin aus eincr Probe, umfassend die Schritte; 

a) Inkubation oder in Kontakt bringen. eincr Probe mit Bakteriophagenschwanzprotelnen, die 
unspeziflsch oder gerichtet, an einem fasten Triiger immobilisiert sind> 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotek-Endotoxin-KonipJexes von der Probe. 

i 

Vorzugsweise wird vor dem Inkubationsschritt der erfinduiigsgemafien Verfahren die 
lonenzusammensetzung der zweiwertigen lonen z,B. Ca 3 \ Mg 2 * und/oder der pH-Wcrt 
eingestellt, urn eine optimale Endotoxin-Bakteriophagenschwanzproteiii-Bindung *u erhalten. 
Ferner bevorzugt wird bei oder nach der Inkubation eine „Demaskierung" des gebundenen 
Endotoxins durch Zugabe von Detergentien und/oder Salzen, z.B. Tween, Triton, NaCl oder 
Atiunoniumsuirat, oder anderer Subsianzen, z.B. Chitosan, Zucker oder Lipide, die ein Abl5$en 
der Endotoxins von z.B. Proteinen oderNukleinsauren besehleunigen. 

Das fur den Naehweis oder die Entfcmung von Endotoxin verwendete 

^^^^^^^ 

Bakteriophagenschwanzprotein kann ein naturlicherweise vorkommendes oder cin 
inolekuiarbiologisch oder bioehemisch modiftziertes seirt Das Bakteriophagenschwanzprotein 
kann aus verschiedenen Grunden gentechnisch und/oder bioehemisch modifiziert sein. Fur die 
erfindungsgem&Ben Verfahren konnen jedoch nicht nur die naturiicherweise vorkommenden 
Bakteriophagenschwanzproteine verwendet werden, sondern auch deren Varianten. Varianten 
bedeutet im Smne der voriiegenden Erfmdung, dass die Bakteriophagenschwan2proteinc cine 
veranderte Aminosauresequenz aufweisen. Diese konnen durch Screening der nattirlich 
auftretenden Varianten, oder durch Zulalls-Mutagenese oder gezielte Mutagenese, aber audi 
durch chemische Modifikaiion erhaUen werden. Die ftir die erfindungsgern#3en Verfahren 
verwendeten Bakteriophageniichwanzproteine konnen durch eine gezieUe oder zufallige 

• Mutagenese in ihrer Spczifitat bzw. ihren Bindungseigenschaften an TrHgerstrukturen angepaBt 
werden. Diese Bindung an die TrSger kann fest, zJB, kovalent oder fiber eine spezifische oder 
unspezifische Biotinylierung erfolgen, aber auch reversibei z.B. liber eine reduzierbare 
Disulfidbrucke. Ferner kann durch eine Modification die Stabilitat erhtfht werden, Durch die 
molekularbiologische oder chemische Mutagenese werden Mutatioueu eingefuhrt, die 
Aminostoeadditionen, -deletionen, -substitutionen oder chemische Modifikationen sein kfinnen. 
Diese Mutationen konnen eine Verftnderung der Arninosauresequenz in der Bindungsregion der 
Bakteriophagenschwanzproteine bewirken, mit dem ZieJ, Spezititat und Bindungsaffinit&i an 
Testbedurfhi$se anzupassen, z.B. die Bindung der Endotoxins an die 
Bakteriophagcnschwanzproteine zu erhdhen oder irreversibel zu rnaehen., um den Naehweis oder 
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die Abrcicherung zu verbessern. Daruber hinaus kann ewe genteehniKche oder biochemische 
Modification der Phagenproteine durchgefiihrt werden, mit dem Ziel, die gegebenenfaUs 
vorhandene etraymatische Aktivitat auszuschalten, urn dadurch die Bindung zu verbessern oder 
irreversibel zu machen. Weiterhin kann einc gentechnische oder chemische Modifikation der 
Phagenproteine durchgefiihrt werden, urn die vorhandenen physikaiischen Eigenschaften des 
Proteins wie Ltislichkeit Thermostabilitat usw, irn Sinne des erfindimgsgem&Ben Verfahrens 
anzupassen. 

Aufierdern kann eine Yerloilipfung der Bakteriophagenschwanzprotcine mit enzymatisch 
wirksamen Proteinen erfolgen, um die Bakterienschwanzproteine sensitiver nachweisen zu 
■ kdnnen. Eraymatisch wirksamc Proteine wie Alkalische Phosphatase oder Meerrettich 
Peroxidase, fur d,ie es kommerzielle Substrate gibt, kQnneri mitlels chemischer 
Kopplungsmethodcn oder uber gentechnologische Fusion mit den 
Bakteriophagenschwanitproteinen yerknupft werden, Die enzymatische Reaktion, die iiber diese 
Proteine eingefuhrt wird, erhoht die Sensitivitat des Nachweises deutlich, 

Arbeiten zur Aufklaning der dreidimensionalen Struktur von T4 pi 2 haben gezeigt, dass bci 
erhohter Temperate* proteolytische Fragmente von 33 kDa und 45 kDa erzeugi werden kdniien, 
die N- und C-termmal (33 kDa) bzw. nur N-terminal (45 kDa) verktirzt $ind, Im Gegensatz zu 
dem 33kDa Fragment ist das 45kDa Fragment noeh in der Lage an Bakterien zu binden 
(Thomassen, E., Gielen, G. ? Schtltz; M. 5 Sehoehn, Abrahams, J. P. 3 Miller, S: and van Raaij, 
M. J. J, Mol. Biol.; 331: 361-373, 2003; The structure of the receptor-binding domain of the 
bacteriophage T4 short tail fibre reveals a knitted trimeric metal-binding fold). Demzufolgc ist 
der C-Terminus an der Zellbindung belciligt. Daher kann durch eine N-terminale Modifikation 
eine gerichtete Bindung an Obcrflache durchgefiihrt werden und sornit letztendlich die Bindung 
von Endotoxin indirekt optimiert werden. Darttberhinaus ist eine direkte Gptimicrung der 
Endotoxin-Bindung moglich. . 

Die Modifikation kann femer insbesondere den Zweck haben, einen direkten Nachweis z.B, 
mittels Messung der Tryptophanfluoreszenz zu ermoglichen. Beispielsweise besitzt T4 pi 2 ftinf 
Tryptophan-Reste. Das Fluoreszenzspektrum des nativen Proteins deutet darauf hin, dass diese 
Reste weitestgehend iosungsmittel-unzuganglich sind, Aus einer Vielzahl von 
wissenschafflichen Arbaiten ist bekannt, dass fast immer aromatische Aminosauren an der 
Bindung von Zuckerresten, wie sie auch in Endotoxin vorkommen, beteiligt sind. Die Bindung 
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der Zuckerreste .an Proteine kann durch cincn Quench der Trypthophanfluoreszenz, bzw. 
gegebenenfalls auch zusatzlich durch eine Verandcrung des Fluoreszenzmaxirnums verfolgt 
werden, Eigene Arbeiten lassen vermuten, dass die ungtinstige Verteilung der FJuorophorc des 
natiklichen pi 2 eine Ausnutzung der Fluoreszenz-Eigensctiaiien von pl2 zur Bindungsmessung 
verhindert Die Fiuoreszeneigenschaften von pl2 werden durch die fiinf Tryptophanreste 
dominiert, deren Fluoreszenz durch die Zugabe von Endotoxin nicht messbar verandert wird. 
Diese Daten iassen erwarten, dass eher Tyrosinreste als Tryptophanreste an der Bindung beteiligt 
sind, deren Signalanderung vor dero hohen Tryptophan-Hintcrgrund nichl sichtbar gemacht 
werden kann. Auf der Basis der Proteolyseergebnisse kommen sechs Tyrosine am C-Terminus 
von pi2 fur den Endotoxin-Nachweiskit in Frage, die entsprechend „sichtbar a gemacht werden 
konnen, Durch einen selektiven molekularbiologischen Austausch der fOnf Tiyptophan-Reste 
gegen Tyrosine werden in einem ersten Schritt die spcktxoskopischen Bigenschaften so gezieit 

• verandert, dass die Endotoxin-Bindung per Fluoreszenzsigndanderung cincs einzclncn 
Tryptophanrestes messbar ist. Anschliefiend wird durch einen gezielten Austausch von jeweils 
einem der sechs Tyrosine im C- terminal en Bereich gegen einen Ti^ptophanrest die Intensity des 
messbaren Signals signifikant erhttht, um Fur die Rntwicklung eines Endotoxin-JNJachweiskits 
attraktive Signalunterschiede zu erhalten. 

Weiche Bakteriophagcnschwanzproteme verwendet werden, hangt davon ab, welche Endotoxine 
nachgewiesen Oder abgereinigt werden sollen. Bereits jetzt steht eine. grofie Zahl bekannier 
Bakteriophagen fur einen Groflteil der bisher beschriebenen Bakterien zur Verfilgung und kann 
fur die erfindungsgemaBen Verfahren verwendet werden. Die Phagen und die entsprechenden 
Wirtsbakterien sind u.a. bei folgehden Stammsarrrmlungen -erhaltlich: ATCC (USA), DSMZ 
(Deutschland), UKNCC (Grolibritannien), NCCB (Nicdcrlandc) und MAFF (Japan). 

• Vorzugsweise stammen die Bakteriophagenschwanzproteine fur die erfindungsgemaBen 
Verfahren von Bakteriophagen, deren Wirtsbakterien medizinisch oder biotechnologisch 
relevante Bedeutung haben, wie z.B. E. coli, das bei der Production rckombinanter Proteine oder 
von Nukicinsauren ftir die Gentheraphie verwendet wird. Besonders bevorzugl sind 
Bakteriophagenschwanzproteine, die stark konservierte Bereiche von Endotoxin binden, wie z.B, 
die Herzregion oder Lipid A. Insbesondere bevorzugt sind T4pl2 und T4pl2-ahnliche 
Bakteriophagenschwanzproteine, z.B. T2-pl2, K3-pl2 (Burda-MR, Ilindennach-I, Miller- S, 
Biol. Chem, 2000; 381: 255-258. Stability of phage T4 short tail fiber protein), Bei einer 
Kombination von Endotoxin- VerLuircinigungen aus verschiedencn Wirtsbakterien kann fur die 
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crlindungsgemaBen Nachweise oder Abreicherungen eine Kombination der entspreehenden 
Bndotoxin-eritennenden Bakteriophagenschwanzproteinc cingcsctzt werden. 

Der Nachweis oder die Abrcicherung von Endotoxin in oder aus einer Probe erfolgt uber die 
Bindung von Endotoxin an die Bakterioph^^nschwanzproteine. Diese Bindung kann z.B, durch 
direkte Messung mittels spektroskopischer Verfahren, z.B. Uber Fluoreszenzernission, 
Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus nachgewiesen werden. Camber 
hinaus kann die Bindung durch elektrische Signale, z.B* einc KapazitStsmessuttg siohtbar 
gemacht werden* Weiterhin kann die Bindung von Endotoxin an die 
Bakteriophagenschwarizproteine auch indirckt fiber Verdrfegungsexperimente nachgewiesen- 
warden. 





Auflerdem kann die Bindung von Baktcriophagcnschwanzproteinen an Endotoxin nachgewiesen 
wefden, indem die Endotqxine zun&chst tiber andere endotoxinbindende Substanzcn oder auch 
tiber ein zweites Bakteriophagenschwanzprotein auf einer Oberfl&che imrnoblisiert werden, und 
anschlieBend. ein anderes Bakteriophagenschwanzprotein an Endotoxin bindet Nach dern 
Auswaschen von uberschussigem Bakteriophagenschwanzprotein wird anschlieBend die Menge 
des gebundenen anderen Bakteriophagenschwanzproteins quantifiziert Dies erfolgt entweder 
liber Antikdrper gegen das andere Bakteriophagenischwanzprotein (ein sog. ELISA), oder tiber 
cine enzymatische Reaktion, die durch ein ah das andere Bakteriophagenschwanzproteine 
fusioniettes Protein katalysiert wird. Die Oberflache kann dazu vorher rnit Endotoxin bindenden 
Substanzen, wie z.B, Polymyxin B 9 Histidin, Histarnin, Poly-L-Lysin, DEAE, Poiyethylenimin, 
Deoxycholsilure, Poly y-amiiaomethyl-L-glutaiinn, Poly Vinylalkohol, Poly- N,N- 
dimethylamiiiopropylacrlyamid, Dexlran, ChiLosan, und ahnliche bescliichtet werden, AuBerdem 
kann auch ein Bakteriophagenschwanzprotein fur die Immobilisierung von Endotoxin verwcndel 
wcrden. Der Nachweis von Endotoxin erfolgt dann mit einem zweiten 
Bakteriophagenschwanzprotein s das andere Endotoxin Bindungseigenschaften besitzt als das fur 
die Immobilisierung benutzte Bakteriophagenschwanzprotein. Die Immobilisierung der 
Endotoxin bindenden Substanzen erfolgt dabei entweder durch AdMsion, kovalente Kopplung, 
oder Bindung iiber spezielle Immobiltsiemngsgruppen, wie Riotin, Streptavidin, Strep-Tag, His- 
Tag 5 und vergleichbare Gruppen. Der Nachweis des Bakteriophagenschwanzproteins kann aueh 
nach Abiosen des Proteins von der ObertlSche erfolgen. 



Fur die erfindungsgemaJSen Nachweise konnen die Bakteriophagenschwanzproteine bei Bedarf 
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einer Abtrennung der Bakteriopliagenschwanzprotem-Endotoxiii-komplexe von der Probe auf 
gccignctcn Obcril&chcn, z.B. Magnctpartikcln, Scpharosepartikcln, Agaroscpaxtikcln, 
Miktotiterplatten, Filterrnaterialien oder DurcMuJJzellkammem, gekoppelt werden (indirekter 
Nachweis), Die Tragerstrukturen konnen z.B. aus Pqlystyrql, Polypropylen, Polycarbonate 
PMMA, Celluloseacetat, Nitrocellulose, Glas, Silizium oder Agarose bestebem Die Kbpplung 
kann z.B. durch Adsorption oder kovalente Bindung erreioht werden, 

< • • 

Fttr das crfmdungsgemaiie Abreichenmgsverfahren sind die Bakteriophagenschwanzproteinc an 
fesie Oberfiachen gekoppelt.. Die fcsten Oberflachen kdnnen Materialien fur 
Chromatographiesaulen (z.B. Sepharosematerialien), Filtrationsmedien, Glaspartikcl, 
Magnetpartikel, Zentrifugations- oder Sedixnentationsmaterialien (z.B. Agaroseparlikel) acin. 

• Wichtig hierbei 1st cine funktionelle Kopplung, dJbu Bakteriophagenschwanzproteine verfugen 
Lrotz Bindung an das Tr&germaterial. tiber fur Endotoxin zugangliche Strukturen bzw. 
Bindestellen. Die Kopplung der Bakteriopliagen.schwanTproteine kann unspezifisch, oder aber 
bevorzugt gerichtet, uber z.B. sine selective Biotmylierung, oder gekoppelt uber einen Spacer 
oder Linker erfolgen. 

Dazu kormen die B ak ten oph agen schwanzpr oteine mit niedermolekularen Substanzen z.B. Biotin 
verknupft sein, um abet diese niedermolekularen Substanzen an Polypeptide z. B. Streptavidin 
zu binden, die ihrerseits auf dem Tr£ger inmiobilisiert wurden. Statt Biotin kann ferner der 
sogenannte Strep-Tag (Skerra, A, <fc Schmidt, T\ G. M. Biomolecuiar Engineering 16 (1999), 79- 
86) verwendei werden, der eine kurze AminosSuresequenz ist und an Streptavidin bindet. Ferner 
kann der His-Tag verwendet werden, der liber zweiwertige lonen (Zink Oder Nickel) oder einen 
fur ihn spezifischen Antikftrper (Qiagen GmbH, Hiiden) an em TrSgermaterial binden kann. Der 
Strep- Tag sowie der Ilis-Tag wird vorzugsweise tiber DNA-Rekomhinationstechnologie an die 
rekombinant hergestellten Bakteriophagcnproteine gebunden. Diese Kopplung kann gerichtet, 
z + B, am N- oder OTerminus oder an anderen Positkmen im Bakteriophagenschwanzprotein 
erfolgen. Die gerichtete Kopplung crfolgt uber eine geeignete, reaktive naturlicherweise bei 
Phagenproteinen nicht kaufig oberflSchenexponierte Aminosaurc wie Cystein, das an geeigneter 
Stelle gezielt eingefuhrl wurde. Da Phagenschwanzproteine im Cytoplasma synthetisiert werden;, 
ist night mit Disulfidbriicken zu rechnen. Vorzugswcisc kann auch tiber andere Aminosmiren 
direkt, oder wie auch bei Cystein tiber einen „Spaoer" oder „CrossLinker" (monofunktionell oder 
bifunktionel I) indirekt gekoppelt werden. 
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Bei der Cystdnkopphmg sind alle bifunktionellen Crosslinker mit NH- unci SH-reaktiven 
Gruppen, mit und ohne Zwischenspaeer, z3. U -Maleimidoundecanoic acid sulfo-NHS oder 
Succimmidyl-4-|'N-maleimidom moglieh, 
Sofern kcine Spacer vorhanden sind, kGnnen 8-12 C- Atom-Spacer mit endstSndiger NH-Gruppe 
eingeftigt werden. Vorzugsweise erfolgt die Cysteinkopplung tibcr cine spczifische 
Biotinylierung des Cysteins durch z.B. BZ-Link-PEO-Maleimide activated Biotin (Pierce)- 

« 

Zweiwertige lonen, wic zJB. Ca 2+ oder Mg 2+ sind ftir cine Bindung von Endotoxins an 
Phagenproteine wie pl2 wichtig. Dutch Zugabe von geeigneten Chelators wie z.B. EDTA oder 
BOTA, kann diese Bindung jedoch gelost werden, Bevorzugt ftir die Bindung sind Ca* + - 
Kouzentrationen im Bereich von etwa 0J \xM bis etwa 100 mM, besonders bevorziigt im 

• Bereich von etwa 0,1 \iM bis etwa 10 mM 5 insbesondere bevorzugt im Bereich von etwa 0>1 \iM 
bis etwa 1 mM und ferner insbesondere bevorzugt im Bereich von etwa 10 |iM bis I mM. 
Erniedrigt man die Konzenttation zweiwertiger lonen durch Zugabe von 1 mM EDTA unter 100 
nM, so wird die Bindung von Endotoxin an pi 2 gelOst Mg 24 "-Konzentrationen uber 10 mM 
verschlechtern die Bindung von Endotoxin an pi 2, was sich in einer ErhOhung der 
Dissoziationskonstante bemerkbar macht. Ohne Zugabe von Mg 2+ ergibt sieh em K d -WerL von 
50 nM und in einem Puffer mit 10 mM Mg 2+ wurde ein K<rWert von 1 pM gemessen, Zink 
zeigte eine noch starker hemmende Wirkung. 1 mM Zn erhoht den K d -Wert auf 10 \iM. Bine 
Einsteilung der Konzentration zweiwertiger oder anderer Tonen (z.B-: Cu 2+ , Al 3 % Zn 2 '\ Fe 2 \ 
Ca 2+ , Ba 24 , Mg 2 *; Cd 2+ ) auf einen Jiir die Bindung optimalen Bereich kann durch Substansen. 
wie HEDTA, NT A hzw. allgemem Chelatoren/PuiYer (ADA: N-[2-Aeetamidol-2-iminodiacetic 
add.; 5-AMPt Adeno$in-5*-Monophosphat; ADP: Adenosin-S'-Diphosphat; ATP: Adenosin-5'- 
Triphosphat; Bapta: 1 ,2-bis(2-Aminophenoxy)ethane-N,N,N%N 5 -tetraacetic acid; Citrat: 

• Zitronensaure; EDTA: Ethylendiamintetraacetic acid; EGTA: Ethleneglycol~bis(p-ammoethyl 
Ether) N,N,N*,N'-Tetraacetic acid; HEDTA: N-hydroxyethylethylenediaminetriacetic acid; 
NTA: Nitrilotiracetic acid; SO4. Sulfat) erfolgen, die als Puffer fur zweiwertige lonen benutzt 
werden kSnnen. 

Die erfindungsgemSBen Verfahren konnen daher ferner Waschschritte mnfassen. Je nachdem, ob 
ein direkter oder indirckter Nachwcis oder die Abreicherung eine Abtrennung von Probe und 
Bakteriophagenschwanzprotein notig macht 5 konuen Waschschritte eingebaut werden. Da Ca 2t 
oder andere Metallionen (z.B. Mg 2+ ) essentieli ftir die Bindung sind, kann die Bindung von 
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Endotoxin an z.B, pi 2 durch geeignete Waschsclirilic gel5st werden. Je nach Ziel, ob Endotoxin 
auf dem Bakteriophagensehwanzprolcin, zJB. pi 2 gebundcn blcibcn soil, wird mit EDTA-freiem 
Puffer gewasehen, wenn die Bindung gelOst werden soil mit EDTA-haltigem Puffer, wobei die 
EDTA-Konzentrationen im Bereich von mindestens 0,05 mM bis mehr ais 10 raM, 
vorzugsweise im Bereich von 2 mM bis 5 mM liegt. 

* 

Die Abtrennung des Endotoxins erfolgt nach Inkubation der Probe mit dem cntsprechendcn mit 
Bakteriophagenschwanzproteinen gekoppelten TtHgermaterial tUr etwa 5-60 mjn oder etwa 30- 
ISOmin oder bei Bedarf auch tiber Nacht Dazu wird die Probe z.B. aus der 
Chromatographiesaule eluiert, oder filtriort, oder die entspreehenden Parti kel abzentrifugiert oder 
absedimentierlj bzw, durch Anlegen eines MagneLfeldes magneliseh scparierl. Die Abtremiuiig in, 
dem hier beschriebenen Batch-Vcrfahrcn„ d.h. mit Vorinkubation von Probe und mit den 

i 

• entsprechenden Bakteriophagenschwan^proieinen gekoppelten Tragermaterialen, kann 
insbesondere bei sehr niedrigen Endotoxinkonzeiitrationen sinnvoll seiti. 

Die Abreicherung von Endotoxinen uber Chromatographiesaulen kann aber auch im reineh 
Durehflussverfahren erfolgen. Die Probe kann dazu auf die Saule aufgetragen werden, die ein 
Tragermaterial mit daran gekoppelten Bakteriophagensehwanzproteinen enthalt Das Endotoxin 
bindet an das irnmobilisierte Bakteriophagenschwanzprotein und die endotoxinfreie Probe wird 
aus der Saule ausgewaschen. Die Flussrate ist abhangig von Yolumen und Geometric der Saule. 
' Die Flussrate ist ferner abhangig von Volumen und Endotoxingehalt der Probe, um durch eine 
mogliehsl lange Kontaktzeit zwischen Saule und Endotoxin auch bei niedrigen 
Endotoxinkonzenlrationen cine cffizientc Abreicherung zu erzielen. Die Kontaktzeit ist dabei die 
Zeit, die die Probe vom Auftragen auf die SMule bis zum HerausflieBen bendtigt 

• Der Abtrermschiitt kann z.B. im Abreieherungsverfahreni zur Regenerierung der 
Bakteriophagenschwaxizproteine benutzt werden, die an den festen Trgger gekoppelt sincL 
Dadurch kann der feste Trager, zJB, eine Matrix in einer Chromatographiesaule wicderverwendet 
werden. Die Regenerierung erfolgt durch Entfernen des gebundenen Endotoxins durch einen 
geeigneten Regenerierungspuffer enthaltend EDTA oder einen entsprechenden Chelator. Bei 
EDTA wird eine Konzentration von grftfter 2 mM EDTA bevorzugt, inbesondere grdUer 10 mM 
EDTA. 

J 

Die durch Chelatoren wieder lOsbare Endotoxinbindung an die Bakteriophagenschwanzproteine 
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kann auch dazu genutzt warden, Endotoxin efficient hochrein herzuslelten, Kauflich erhaltliehes ' 
Endotoxin zJB, von Sigma wird zumeist durch Phcnol/Chloroformextraktion gewonntsn und 
enlhalt neben Endotoxin auch noch zellulare Bestandteile wic Proteine und Nukleinsaureo. 
K&uflich erhaltliches fluoreszeiizmarkiertes Endotoxin enthalt neben den bereits oben 
aufgefQhrten Verunreinigungen auch noch fret en Fluoreszenzlabel, der spSlere Messungen 
erschweren kann. Die Gewinnung von hochretnem Endotoxin kann dartfber hinaus auch z.B. ftir 
die ImpfstofFentwicklung von groBer Bedeutung sein. 

» 

Da ionische Wechselwirkungen gnindsatzlieh irnmer durch Veranderungen der IonenstSrke 
beeinflussbar siud, konnen auch Erhohungen oder Ermedrigungen anderer Salze in Ldsung, wic 

zJB. NaCJ oder KCl, die Bindung von Endotoxin an die Bakteriophagensohwuuzprotoine 
becinllussen, 

■ 

Urn die Bindung im Nachweisverfahren direkt oder indirelct sichtbar zu machen, kann auch das 
Protein molekularbiologisch oder biochemLscb verSLndert werden, urn die Messung zu 
ermoglichen, bzw. zu verbessern. Urn cine Bindung von Endotoxin zJB. an pl2 direkt sichtbar zu 
machen, kann ein molekularbioiogiseher Austausch von Tyrosinresten gegen Tryptophan 
durchgeflihrt warden* Fur eine Reduktion des Signalhintergrundes kann es dabei notig setn, die 
ursprunglich enthaltenen Tryptophane gegen Tyrosine auszutauschen. Urn auch in 
proiemhaltigen Losungen messen zu konnen, kann pl2 nach Tryptophan-Einttihrimg zusatziich 
chemisch modiliziert werden. Dabei werden Tryptophaweste durch Koshlaiid-Reagenz (2- 
TIydroxy-5-nitrobenzylbromid) hmsichtlich ihrer spektrokopischen fiigenschaften verandert. Bei 
VerdrSngungsexperimcntcn kann markiertes, zJ3. fluoreszenzrnarkiertes Endotoxin (z.B* Sigma) 
durch in der Probe hefmdliches Endotoxin z.B. von pl2 verdr&igt und die Konzentration von 
freiem fluoreszierendern Endotoxin bestimmt werden. 

•i * 

*■ 

Mit dem erfindungsgemailen Vcrfahren kann Endotoxin aus und in alien wftsarigen Losungen 
nachgewiesen und entfernt werden, Diese Losungen konnen: Proteine, Plasmid-DNA, 
genomische DNA, RNA, Peptidoglykane, Polysaccharide, Protein->Juklein$^urekomplexe wie 
z,B, Phagen oder Viren, Saccharide, Impfttoffe, Arzneimittd, Reaktionspuffer, Pufferlosungen 
allgemein, Medien, Dialysepuffer (Medizin), Salze, Blut, Blulbestandteile oder andere durch 

i 

Endotoxin-Bindung verunrcinigte Substanzen enthalten, 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenprotcine, an die sogenatintc Tags, z.B. 
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■ 

der Strep- oder dcr His-Tag, vorzugsweise an den N- oder C-Terrninus des Proteins, besonders 
bevorzugt an den C-Teraiinus, gekoppelt sind. Bevorzugt ist die Kopplung oder Verknupfung 
der Tags mit den Bakteriophagenproteinen fiber DNA-Rekombinationstechnologie. Herstellung 
der Nukleinsaure, umfassend die Sequenz des Bakteriophagenproteins und des Tags und die 
Herstellung des Expressionsprodukts sind Stand der Technik und brauchen hier nicht gesondert 
erlSulert zu werden. Bin weiterer Aspekt der Erfindung ist die Nukleinsauresequenz, die ein 
Bakteriophagenprotein zusammen mit dem Strep- oder His-Tag codiert. Ein besonders 
bevorzugtes mit dem Strep- oder His-Tag modifiziertes Bakteriophagenprotein ist das pl2- 
Protein vom Phagen T4, jedoch sind aile anderen Bakteriophagenproteinc die an der Erkennnung 
und Bindung von BakLerien beteiligt oder dafur verantwortlich sind ebcnfalls bevormgt 

Fur die crfindungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweisp Bakteriophagenproteine mit einem 

• Tag verwendet, der ein oberflachenexponiertes Cystein zur speziilschen* gerichteten 
Biotinylierung aufweist, z.B. die Tags gemafi SEQ ID NO:5, 6 und 1. Ein Beispiel fur, ein pl2 
mit Tag ist die in SEQ ID NO:8 aufgefLihrte AmmosSuresequenz. Bevorzugt ist ein pl2 mil 
einem Tag s insbesondere mit einem Tag mit einem oberflachenexponierten Cystein, 
insbesondere ein pi 2 mit dem Tag getn&fl SEQ ID NO: 6 und 7. Diese gerichtete Biotinylierung 

Pi 

kann zusatzlich durch einen geeigneten Spacer Oder Linker vermittelt werden. 

» 

Die crfindungsgemafien Verfahren bieten gegentiber den bisherigen Nachweis- und 
Reinigungsverfahren fur und von Endotoxin Vorteile in der Performance entspreehender 
Anwendungen. Ferner hi die Herstellung von Antikorper gegen LPS-Herzoligosaccharide sehr 
schwierig, was entspreehende Verfaliren auf Antikorper-Basis sehr teuer werden lasst 

Die folgenden Beispiele eri£utern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufzufassen, 

• Sofern nicht anders angegeben, wurden molekularbiologische Standardmethoden verwendet, wie 
z.B. von Samhrook et al. 5 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press* Cold Spring Harbor, New York, beschrteben. 

Beisoiel 1 : GlasaelMfle. PlastikgefSfle und Puffer: 

Ftir die Endotoxinentfemung wurden alle Glasgef&fJe durch Ausbacken bei 200°C (4h) 
entpyrogenisiert und ausschliefilich pyrogenfreie Plastikmatcrialen (zJB. Pipettenspitzen, 
Microtiterplatten) verwendet. Andere, nicht hitzebcst&ndige Ger&te oder GefaBe, wurden 
entweder mit 3% Wasserstofrperoxid behandelt oder mit 1% Natriumdeoxoycholat gewaschen. 
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« 

AmchlieBend wurde sic mit endotoxinfreiem Wasser gespulL Die Puffer wurden aus weitgehend 
endotoxinfreien Puffersubstanzen (Sigma) hergestellt und mit endotoxinfreiem Wasser angesetzt. 
Salze, wie z,R, NaCl> die auf 200°C erhitzt werden konncn., warden ausgebaaken (200°C ? 4h). 
Ftir chromatographische Reinigungen verwendete Puffer wurden entgast und filtriert 

Beispiel 2: Endotoxinnachweis mittels LAL-Test: 

Endotoxin-Kontrollnachweise wurden mit einem chromogenen LAL-Test (Limulus-Amebocytc- 
Lysate Test* Charles-River Endosafe, Charleston, USA) entsprechend den Angabcn des 
Herstellers durchgefuhrt Zur Konzentrationsbestimmung wurden Endotoxin-Standards (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) im Bereieh von 0.005-50, bzw. 0,02-50 EU/ml eingesetzt. Die 
Absorptionsmessung bei 405 nm erfolgte in einem temperierbaren Mikrotiterplatten-Reader 
(Genios, Tecan GmbH). 

* 

Beispiel 3: Western-Blot zum p12-Nachweia: 

Dcr Nachweis von pi 2 im Uberstand von mit Beads behandelten Proben bzw. in den Fraktionen 
der Affinitatschromatographie erfolgte durch Western Blots. Zum Teil wurden die Proteins 
vorher durch NaDOC/TCA-Fallung (Natriumdeoxycholat/Tetrachloracetat) aufkonzentriert Die 
Proben wurden dazu auf 12%-igen SDS Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF 
Membranen (Immobilon* Millipore) ubertragen. Die Membranen wurden mit PBS 30 min 
gewaschen s mit 5% MUchpulver blockiert (1 h) and anschliefiend mit polyklonalem anti-pl2 
Antik5rper inkubiert (lh, Verdunnung: 1: 1000). Nach Inkubation mit einem, mit alkalischer 
Phosphatase konjugierter Sekundarantikbrper (Ziege-anti-Kaninchen IgG) erfolgte die 
Entwicklung der Proben mit BC1P/NBT (5-Brom-4-ehloroindolylphosphat/Nitroblau- 
Tetrazoliumsalz). 




Beispiel 4: Endotoxin-Reinigung: 

Die Reinigung von Endotoxin wurde nach der Vorschrift von Galanos, C, Ltideritz^ G, & 



Westphal, O. 1969, Europ, J. Biochem. 9, 245-249 durchgefuhrt 

Beispiel 5: Speziflsclie Kopplung von pi 2 an immobilisierte Jodoacetvlres te: 
Urn eine gerichtete Bindung von pi 2 an die Oberflache zu erreichen wurde die Aminos&urc 
Serin an Position 3 des Strep-Tags gemaG SEQ ID NO: 5 durch. Cy stein wie in Beispiel 12 
ersetzt und das Protein ttber Jodoacetylreste, die bevorzugt freie Sullhydrylreste binden* 
immobilisiert Das residtierende pl2 wurde p!2S3C genannt. 
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Es wurde ein 1 ml Sulfolink Coupling Gel (Pierce) gegossen, mit 6 ml 1% Natriumdeoxychokt 
gewaschen und mit 6 ml Kopplungspuflfer (50 mM Tris, 1 50 mM NaCl ? 5 mM EDTA, pH 8.5) 
equilibricrt. Anschlicflcnd wurden 1 .ml p12S3C C-N-StrepS3Cpl2) (1-1.5 mg/ml in 
Koppiungspuffer) injisiert* dies Saule 15 min leicht geschuttelt, weitere 30 mm ohne SchiiUeln 
bei Raumtemperatur mkubiert, und nochmals 1 ml pl2S3C injiziert und die Inkubationsschritte 
wiederholt Diese Kopplung von p!2S3C wurde insgesamt 4 mal wiederholt, und anschliefiend 
die Saule rnit 6 ml Koppiungspuffer gewaschen. Die Durchlflufe wurden gesammelt und die 
jeweilige p!2S3C Konzentralton durch Absorptionsrnessung bei 280 rim bestimmt. Es wurden 



2.2-2.8 mg pl2S3C pro ml Gel gebunden. Anschliefiend wurden. tiberz&hlige Jodoacetylreste 
durch Inkubation (45 min) mit 1 ml Cystein (50 mM in 50 mM Tri$, 5, mM EDTA, pH S.5) 
bloekiert Nach Waschen der Saule mit 16 ml 1 M NaCl und 1 6 ml 20 mM Hepes, 1 50 mM NaCl 
pH 7.5 war die Saule fertig zum Gebrauch. 



Die Fahigkeit dieses Gels Endotoxin aus Froteinlftsungen zu entfernen, wurde mit DSA (2-4 
mg/ml), Carbon Anhydrase .(1-2 mg/ml) und Lysozym (3-4 mg/ml) getestet BSA und Lysozym 
Lftsungen wurden mit Endotoxin von E. coli 055;B5 (Charles-River Endosafe, Charleston, 
USA) oder E. coli HMS 174 gespickt (100-1000 EU/ml), wahrend die Carbon Anhydrase nicht 
mit zusatzlichem Endotoxin versetzt wurde. Es warden jeweils 0.5 ml Proteinlfisung auf die 
Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschiieiJend die Saule mit Puffer 
gewaschen. Die Proteine wurden traktionsweise gesammelt und der Endotoxingehalt vor und 
nach der Saule mittels eines ehromogenen LAL-Tests (Charles-River Endosate, Charleston, 
USA) bestimmt. AuSerdem wurde die Proteinwiedei-findung durch Absqrptionsmessungen bei 
280 nm ermittelt. Die Endotoxins konnten aus alien 3 Proteinlosungen fast voUstandig (93-99%) 
cntferat werden, wie in Fig. 2A gezeigt. AuGerdem konnten die Proteine weitgehend von der 
Saule eluiert werden (80-99%, Fig. 2B)« Die SSule wurde abschlieUend mit 5 mM EDTA, 20 
mM Hepes, 150 mM NaCl., pi I 7.5 regeneriert Urn Vcrunrcinigungcn der Proteinfraktionen nach 
dem Lauf uber die Saule durch sich abldsendes pi 2 auszuschlieflen, wurden die Fraktionen 
mittels der Western Blot Technik auf pi 2 untersucht Es konnte kein pi 2 in den Fraktionen 
nachgewiesen werden. 

Bei spiel 6: Unsnez ifisch e Kopplung von pi 2 an NHS-aktiviertes Tragennaterial: 
N-hydroxysuccinimid (NHS) wird aus Verbindungen durch primare Aminoreste verdrSngt und 
deshalb zum Koppeln von Proteinen an Oberflachen benutzt. NHS-aktivierte Sepharose SSuien 
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(HiTrap NHS-activated IIP, 1 ml, ATnersham-Pharmacia-Bioteoh) wurden zunachst mit 6 ml 
eiskalter 1 mM Salzsaure gewaschen, Anschlieftend wurden bei Raumtemperatur 10-15 ml 
pl2S3C (1.0-3.5 mg/ml) ia 0.2 M NaHC0 3 , 0.5 M NaCl, pH 8.3 zirkular uber die Saule gepumpt 

■ 

(Flussrate 0-8 ml/min), Nach 60 min wurde der Durchlauf fraktionswcise gcsammclt und die 
Saule mit 6 ml Puffer gewaschen. Aus diesen Fraktionen wurde das NHS durch Entsalzen der 
Losung tiber HiTrap-Desalting Saulchen (5 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) abgetrennt und 
anschlieliend die pl2~Menge durch Absotptionsmessung bei 280 nm bestinrmt 20-25 nig 
pl2S3C wurden an die Saule gebunden. Die Saule wurde nach der Kopplung entsprechend den 
Merstelierangaben wiederholt mit jeweils 6 ml Biockierungspuffer (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M 
NaCl, pH 8.3) und Waschpuffer (0.1 M AceLat, 0,5 M NaCl, pH 4,0) gesptilt. Anschlieflend 
wurde die Saule mit 6 ml Gebrauchspuffcr (20 mM Hepea, 150 mM NaCJ, pH 7.5 oder 20 mM 
Tris, 1 50 mM NaCl, pH 8.5) equilibriert. 

u 

Die Endotoxinentfernuing liber diese Saule wurde mit Lysozymldsungen (3-4 mg/ml in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pTT 7,5 oder 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5) getestet Die 
Lysozymltfsungen wurden mit Endotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (-500 EU/ml). Es 
wurden 0.5 ml Proteinldsung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschliefiend die Saule mit Puffer gewaschetu Das Lysozym warden iraktiansweise gesammelt 
und der Endotoxingehalt vor und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) bestunmt AuBardeim wurde die Proteinwiederfmdung durch 
Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 85-90% aus der Losung 
entfernt, wie in Fig. 3 A gezeigt und 85-90% des Lysozyms komiten durch Waschen mit 
Gebrauchspuffcr wicder von der Saule ehuert werden (Fig. 3B). Die Saule wurde anschliefiend 
mit <5 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl s pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewascben, 
Um Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem Lauf uber die Saule durch sich 
abldsendes pl2 auszuschlieflen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pl2 
untersucht Es konnte kein p 1 2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 



Beispiel 7: Gerichtete Kopplung von t) 1 2 an tiber Diaminoethan und N-Succinimidvl-iodoacetat 
(SIA) als Spacer an NHS-aktiviertes Tragermaterial-Saule, 

Um eine gerichtete Bindung an das, Chromatographic Tragermaterial zu erreichen wurde ein 
bifunklioneller Linker an NHS-akiivierte Oberflaehe gebunden, der eine Kopplung von pl2S3C 
ttber dessen freies Cystein und Jodoacetylreste des bifunktionalen Thinkers ermoglicht. 



I " ... - " ■ , . ■ , 
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NHS-aktivierte Sepharose Stolen (HiTrap NHS-activated HP, 1 ml, Amersham-Pharmacia- 
Biotech) wurden ssunachst mit 6 ml eiskalter 1 mM Salzs&urc gewaschen, danach 1 mj 
Ethyiendiamin (10 mg/nil in 0.2 M NaHC0 3 > 0*5 M NaCl, pH 8.3) injiziert und die Saule 30 mm 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Blockieren iiberzahliger NHS-Gruppen mit Ethanolamin 
(0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCl, pH 8.3) und Wasehen (0,1 M Acetat, 0.5 M NaCl, pH 4.0) der 
SSule wurde die Saule mit 6 ml Boratpuffer (50 mM Natriumborat, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 
pH 8,3) equilibriert. Anschlieflend wurde 30 min langlO ml N-Succinimidyl-iodoacetat (SIA, 
Pierce, 200 jn,I SIA-Stamml5sung in 10 ml Boratpuffer; SIA-Stammlosung: 1.4 mg SIA in I ml 
DMSO) zkkuiar tiber die SSule gespulu Die Saule wurde danach mit 6 ml Boratpuffer 
gewaschen und 1 Stunde lang p!2S3C (1 mg/ml, 50 ml in Boratpuffer) tiber die Saule gespult. 
Oberschiissige lodoacetylreste wurden mil 1 ml Cysteinlosung (5mM Cystein in Boratpuffer, 15 
rnin bci Raumtemperatur inkubicrcn) abges&tligt, bevor die Saule mit den Gebrauchspuffern (20 
mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5 oder 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5) equilibriert 
wurden. Die Kqpplungsreaktipnen mit SIA wurden im Dunkelni durchgefuhrt. 

Die Endotoxinentfernung iiber diese Saule wurde mil Lysozymlflsungen (3-4 mg/ml in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 oder 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5) getestet. Die 
LysozymlOsungen warden mit Endotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (-500 EU/ml). Es 

r 

wurde 0*5 ml Proteinlfisung anf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubierl und 
ansehlieflend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wurde traktionsweifie gesammelt 
und der Endotoxingchalt vor und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) bestimmt, Auflerdem wurde die Proteinwiederfindung durch 
Absotptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 90% aus der Losuug 
entfernt, wie in Fig. 3 A gczcigt und 75-85% des Lysozyms konnten durch Wasehen mit 
Gebrauchspuffer wieder von der Saule eluiert werden (Fig. 3B), Die S&ule wurde anschlieBend 
mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen. 
Urn Verunremigungeri der ProteinlTaklionen nach dem Lauf ttber die Saule durch sich 
abldsendes pl2 auszuschlieflen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pI2 
untersucht Es konnte kein pl2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 

Beispiel 8: Bntfemung von Endotoxin aus einer BSA-Losung im Durchflussverfaliren 
Hi-Trap-NHS aktivierte Sepharose {Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) wurde nach 

Vorschrift des Herstellers unspezifisoh iiber primare Aminogruppen mil p12 gekoppelL Dabei 

■ 

wurden 8 mg p!2 pro ml Gelmaterial kovalcnt immobilisicrt, Die so crhaltcnc ! ml 
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Chxomatographiesfiule wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min mit 10 ml Puffer A (20 mM 
HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 mM CaC12) aquilibriert. Im AnschluB wurden 4 ml einer 
BSA Lfcsung (11.5mg BSA (Carl Roth GmbH, Deutschland) / ml Puffer A) aufgetragen 
(Injektion: I) und der Durchlauf (E) in 2,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Sgule wurde 
anschlieBend mit 15 ml Puffer A gewaschen und das an die Saule gebundene Endotoxin wurde 
mit 7 ml Puffer B (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) eluiert. Bei Waschen 
und Elution warden jeweils 2 ml Fraktionen gesammelt. Nach jedem Experiment wurde die 
Saule mit 20 ml Puffer C (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1 % 
Nalriumdesoxycholat) regeneriert Die Endotoxm-Konzentration wurde dutch einen 
chromogenen Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test (Churl es-River Bndosafe, Charleston, 
USA), nach Vorschrift des Herstellers bestirnmt. Die Bestimmung der Frotemkonzcntration 
erfolgte durch Mcssung der UV-Absorption. Die Eudotoxin-Entfernungscffizicnz bctrug 
zwischen 95-99% und der Proteinverlust betmg et wa 6- 1 0 %. 

. Bei spiel 9: Entfernun^ geringer Bndotoxinrnermen aus Puffer mittels unsrjgzifisch gekoppeltem 

20 ml NHS-aktivierte Sepharose 4 FastFlow (Amersham Biosciences) wurden zunftchsl mit 
eiskalter Salzsaure gewaschen und anschlieJJend mit 292 mg pi 2 (7 mg/ml in 25 mM Citrat pH 
7.0) 4 Stunden unter schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Sepharose 
mit 7 x 80 ml 5 mM Citrat pH 2.0 gewaschen und jeweils 1 ml der Wasoh fraktionen gegen 5 
mM Citrat pH 2.0 dialysicrt Diese Dialysate wurden benutzt, urn das uberschussige pi 2 in den 
Waschlraklionen miLlels Absorplionsmessung bei 280 mix zu quantillzieren. Es wurde eine 
Bcladungsdichtc von 8.7 mg pl2 pro lrnl Sepharose bestimmt. Nicht abrcagicrta NHS-Rcste 
wurden durch 12 h inkubation der Sepharose mit 1M Tris pH 8,0 abgesattigt Mit diesem 
S&ulenmaterial wurden SSulen mit 2 ml Volumen gegossen und diese bei 4°C in 20% Ethanol bis 
zum Gebrauch gelagert 

In 3 Paxallelversuchen wurde jeweils 4 ml Endotoxin Losung (5) auf eine Saule aufgetragen 
(siehe Fig. 9). Die Endotoxin Losung bestand aus Endotoxin von E, coli 055:B5 (Charles-River 
Endosafe, Charleston, USA) in Equilibrationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0.1 mM 
CaCh, pH 7.5). Die Endotoxin Konzentration dieset Ltfsung lag bei 4.6 EU/ml. 
Die Saulen wurde zun&chst mit 12 ml Regenerationspufter (20 rnM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, pH 7,5) und anschliefiend mit 12 ml Equilibrationspuffer gesptllt AnschiieBend wurde 
noehrnals Equlilibrationspuflbr auf difc S&ule gegeben und lrnl rraktioniert 
Die Endotoxin L6sung wurden auf die Stolen aufgetragen (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml 
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gesammeit. Anschlieflcnd wurde die Saule mit 4 ml Regenerationspuffer (B) regenerierL In den 
Durchlauf&aktionen konnte kein Endotoxin dctcktiert werden, d.h. die Endotoxin 
Verunreinigungen konnten in alien drei Experiments vollstSndig entfernt werden, 

Beispiel 10: unspezifische Konnlung von biotinvliertem p!2 an magnctische Strentavidtn -Reads. 
pl2 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotiu (Pierce), ini 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20 eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieflend gegen Puffer (z.B< PBS 
Oder 20 mM Hepes, 150 mM NaCl s 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS-aktiviertes Biotiti 
bindet dabei an primare Aminoreste von pl2. Anschliefiend wurden zu 1ml Streptavidin Beads 
(MagPrep Streptavidin Beads, Merck) 50 pi biotinyliertes pl2 (1 mg/ml) gegeben, 2h bei 
Raumtemperatur geschtittelt und anschlieBend tiberschussiges pl2 durch viermaliges Waachcn 

• mit 1*5 ml 20 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7,5 entfemt 
* 4 

Die Endotoxinentfernttng wurde mit Puffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5) und 
Proteinlosungen (0. 1 mg/ml BSA, 0. 1 mg/ml Lysozym, 0. 1 mg/ml Carbon Anhydrase in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5) getestet Der Puffer sowie die BSA- und Lysozym-Lftsung wurde 

* 

mit 5 EU/ml (Endotoxin aus E. coli OS5:B5, Charles-River Endosafe, Charleston, USA) 

r 

gespickt. Die Carbon Anhydrase Lftsung enthielt etwa 1 EU/ml. Zu 200 pi Puffer bzw. 
Proteinlosung wurden 25 pi magnetische Beads mit immobilisiertem pi2 gegeben, durch auf~ 
und abpipettieren vermischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden mit 
Hilfe eines Magneten aus der LOsung entfernt, der Uberstand abpipetticrt. Der Endotoxingehalt 
von unbehandelten Proben und mit Beads inkubierten Proben wurde anschlieBend mit dem LAL- 
Test bestimmt und die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt 
Aus Puffer licB sich das Endotoxin praktisch vollstgndig entfemen (99.9 % 

• Endotoxinentfemung, Fig. 4A) und auch aus den Proteinlosung wurde das Endotoxin urn 70- 
92% (Fig. 4B) abgereichert. Die Proteinwiederfindung lag zwischen 57% und 99% (BSA: 87 
%,Carbon Anhydrase: 99%, Lysozym: 57 %; Fig. 4B). 

Beispiel 1 1 : unspezifische Kopp lung von biotinvli ertem p!2 an immobilisiertes Streptavidin. 
PI 2 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotirt (Pierce), im 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20 cine Stunde bei RT inkubiert und anschlieBend gegen Puffer (zJB, PBS 
oder 20 mM Hepes, 150 mM NaCl 5 mM EDTA, pH 7*5) dialysiert. NHS-aktiviertes Biotin 
bindet dabei an primiire Aminoreste von pl2. Das biotinylierte pl2 wird anschlieBend 1 h bei 
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* 

Raumtemperatur mit Streptavidin bcladcncn Chromatographiematerial (ImmunoPure ' 
immobilized Streptavidin: 6% quervernetsste Agarose Beads) inkubiert und uberschussigcs.pl2 
diirch Waschen mit PBS entfernt. 

Die Endotoxinentfernung wurde mit Puffer (20 mM Tris ? 150 mM NaCl, pH 8.0) und RSA (0,5 
mg/ml in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) getestet Je 1 ml Puffer bzw. BSA-Ltfsung wurden 
mit 10 EU/ml gespiekt, 50 ul pt2~Agarose zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur geschttttelL 
Die pl2 Agarose wurde anschliefiend abzentrifugiert und die Endotoxin- und 
ProteinkonzenlraUon im tfberstand gemessen. Aus dem Puffer kounten 99% und aus der BSA- 
LSsimg 8(5 % Endotoxin entfernt werden (Fig. 5). BSA konnle zu 90 % wiedergefunden werden. 

Beispiel 12: Untersuchungen uber die pl2-Endptoxin Bindung mittels Qberftechen-Plasmon- 
Respnanz-Messuneen 

Die Bindung von pi 2 an Endotoxin oder an Bakterien, uber die Lipopolysaccharlde in der 

auBeren Zellmembran, wurde mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz Mcssungen untersucht 

« 

(Biacore J), Um die Dissoziationskonstante (K<j) zu ermittelt, wurde Endotoxin von E. coli 
055 :B5 (Sigma) auf einem hydrophoben HPA-Chip entsprechend der Anleitung des Herstellers 
immobilisiert und pi 2 in verschiedenen Konzentrationen injiziert (Fig. 6A). t)ie Bindung wird m 
relativen ^Response Units" (RU) gemessen die Gleichgewichtswerte gegen die dtaugehftrigen 
pl2-Konzentrationen aufgetragen (Fig, <5B). Durch Aupassen der LangmLrirsehcn 
Adsorptionsisotherme (RU = (RU max * [p 1 2])/([pl 2]+K d )) an diese Daten wurde der K^-Wert 
ermittelt (Tabelle 1). Fur die Messungcn wurden endotoxirrfrcic Puffer vcrwendet. Fur pll- 
Werte zwischen 6 und 10 wurden Ka-Werte im Bereich von 10" 7 bis 10* 9 M ermittelt (Tabelle 1 ). 
Die Bindung wurde durch Injektion von ImM oder 5 mM EDTA wiederaufgehoben und der 
Chip regenerlert 





PH 


Kd 


6,00 


3,09E-07 


7,50 


6.85E-08 


8,00 


5.86E-08 


8,50 


7,86E-08 


9,00 


3.29E-08 


10,00 


1,55E-07 
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Tabelle 1 : Dissoziationskonstantcn von Endotoxin an pi 2 in Abhangigkeit von dem pIT-Wert der 
Losung, 

Um die Bindung von Bakterien an pi2 zu untersuchen, wurde biotinyliertes pi 2 auf 
Streptavtdin-Chips immobilisiert und verschiedene E. coli Stamme injiziert. Die Bakterien 
wurden fur die Messungen in PBS aufgenommen. Es wurden E* coli Stamme venvendel, die 
Lipopolysaccharide mit unterschiedlichen Polysaccharid-Anteilen besitzon. Der 
Polysaccharidteil besteht aus einer JIerz"-Region, die mit dem Lipid A vcrkntipft 1st und dem 
sogenannten O Antigen. Das O -Antigen variert sehr stark zwischen verschiedenen 

• Bakterienarten und auch Bakterienstammen, wahrend die „Herz u -Region stark konservicrt ist. 
Stamme, die die „Herz"-Region ^nd O-Antigen (z.B. E, coli), sowie Stamme die cine 
vollstSrtdige „Her£"-Region (E. coli D21) besitzen wurden von p!2 gebunden, w&hrend StSmme ■ 
mit einem stark verkftrztcr „Herz"-Region (z.B. E. coli D21f2) nicht mehr von pl2 erkannt 
wurden (Fig. 6C). Die Bindung konnte durch EDTA (5 mM) wieder gelost und der Chip 
regeneriert werden. 

1 

Beispiel 13: rekombinante pl2-Konstmkte 

l r Konstmktion von pi 2 mit N-terminalem Strep-Tag (N~5trep-pl2): Mittels PCR wurde 
an das 5'-Ende des T4pl2-Gens die Nukleotidsequenz flir den Strep-Tag (US patent 5,506,121) 
eingefQhrt. Hierfiir wurde fur das 5VEnde des pl2-Gens ein Primer konstruiert (5'-GAA GGA . 
ACT ACT CAT ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT 
AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3" (SEQ ID NG:1), der die Nukleotidsequenz des Strep- 
Tags an seinem 5'-Ende beinhaltet (kursiv in der Sequenz) und eine Restriktionsschnittstfelle 
(Mfel, unterstrichen in der Sequenz) derart besitzt, dass das Gen im richtigen Leseraster in daa 
Expresskmsplasmid eingesetzt werden kann* Ftir das 3'-Ende des pl2-Gens wurde ein Primer 
konstruiert, der hinter dem pl2-Gen eine BamH I Restriktionsschnittstelle (kursiv in der 
Sequenz) einfllhrt (5*-ACG CGC AAA GCT TGT CGA COG ATC CTA TCA TTC TTT TAG 
CTT AAT TAT GTA G1T-3 H ). (SEQ ID NO:2). Die PCR wurde mit 40 Cycien (1 min 95°C, 1 
min 45°C und 1 min 72°C) durchgefuhrt Der PCR-Ansatz wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen NdeJ und BarnHI geschnitten und das gewiinschte Fragment nach 
GroBenfraktionierung iiber ein Agaroscgel und Elution aus dem Gel in die NdeJ und BctmHl site 
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t 

des Expressionsplasmids pET21a eingesetzt. Die Sequenz des N-Strap-pl2-Gens wurde iiber 
DNA-Sequenzierung auf seine Richtigkeit hin tiberpruft. Die wciteren Schritte zum Plasmid 
pNS-T4pl2p57 wurden wic von Burda, M.R. & Miller, S. (Eur J Bioehem. 1999 265 (2), 771- 
778) fur T4pl2p57 beschrieben durchgeftthrt Das Plasmid pNS-T4pl2p57 wurde darai in den 
Expressi onsstamm BL21 (DE3) transformiert. 




2. Emfugen ein.es N»terminalen Cystdnrests in N-Strep-pl2 (N~Strep~S3C-pl2 und N- 
Strep-S14C-pl2): Die Einfiigung eines N-ierminalen Cysteinrestes wurde wie unter 1. 
beschrieben durchgefiibrt, wobei dafur zwei neue Primer fiir das 5 -Ende konstruicrt wurden. Fiir 
das N-Strep-S3C-pl2 wurde der Primer 5'-GAA GOA ACT AGT CAT ATG OCT TGT TGG 
AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT- 
3' (SEQ ID NO:3), fUr das N-Strep-S14C-pl2 wurde der Primer 5'-GAA GGA ACT AGT CAT 
ATG OCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT AAT ACA 
TAT CAA CAC GTT-3' (SEQ ID NO:4)verwcndet. 



3. Reinigung von N-Strep-pl2 Protein: Der E. coll Stamm BL21(DE3) mit dem Plasmid 

4 

P NS-T4pl2p57 wurde in 2 1 Schttttelkwltiiren (LB-Medium mit Ampiciiiin 100 ug/mJ) bis r.u 

■ 

i- 

einer OD600 von 0.5-0.7 bei 37°C gezogen und die Expression des N-Strep-pl2-Proteins wurde 
durch Zugabe von ImM IPTG (Isopropyl-fMhio-galactopyrauoside) itidudert. 7\lach Inkubation 



t__: 41 1 j: _ _t__ 
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Nstrep-pl2 


MASWSMPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 5 


Nstrep^pl2-S3C 


MACWSHPQFEK.GAS 


SEQ ID NO: 6 


Nstrep-pl2~S14C 


MAS WSHPQFEKG AC 


SEQ ID NO: 7 




Beispiel 14: Nachweis v on LPS fiber die Bindung von pi 2 an immobilisiertes LPS. 
Es wurden mit Polymyxin B Sepharose (Detoxi-Gel, Pierce) 4 Saulen mit j<? 0.5 ml Volumen 
gegossen. Die Saulen wurden mit je 3 ml Nalriumphosphat Puffer (20 mM Nalriumphosphat, pH 
12.0) und je 3 ml Regenerationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM Nad, 2 mM EDTA, pH 7.5) 
gewaschen. AnschlicBend wurden auf zwei dieser Saulen je 1 ml LPS von E. coli OS5:B5 
aufgetragen (0.1 mg/ml in Hepes Puffer, 10 6 EU/ml). Die zwei anderen Saulen wurden mit je I 
ml Regenerationspuffer gcspfilt Danach wurden alle Saulen mit je 3 ml Equilibrationspuffer (20 
mM Hepes, 150 mM NaGl, 0.1 mM CaCl 2? pH 7.5) gewaschen und anschlieliend nochmais 1 ml 
dieses Puffers aufgetragen und als Fraktion 1 aufgefangen. Ansehliefiend wurden 0,5 ml einer 

L 

Ltisung mit dem Bakteriophagenschwaiizprotein pl2 (0.844 mg/ml in 20 mM Hepes, 150 mM 
NaCl, 0.1 mM CaCl 2 ) auf die Saulen aufgetragen und mit 2.5 ml Equilibrationspuffer und 2 mi 
Regenerationspuffer gewaschen. Der Durchlauf .wurde in Fraktionen von dreimal 1 / ml und 
einmal 2 ml aufgefangen und die Konzentration des Bakteriophagenschwanzproteins pi 2 in 
diesen Fraktionen mittels Absorptionsmesaung bei 280 nm be&timmt (Figur 10). Das 
Bakteriophagensehwanzproiein pi 2 wurde zum grofien Teil an die SSLulen gebunden, die vorher 
mit LPS behandelt worden waxen, und konnte durch Zugabe von Regenerationspuffer von diesen 
Saulen gelOst werden, Im Oegensatz dazu lief es ohne Verzogerung durch die Saulen, die nichl 
mit LPS behandelt worden waren. 




Beispiel 15: Nachweis der Bindunp von Endotoxin-Polysaccharid an die T4pl2 Mutante W359 
Y W283Y. 

ft 

In der verwendeten 12 Mutante ist an den Positionen 359 und 283 die AminosSura Tryptophan 
gegen Tyrosin ersetzt Fur die Fluoreszenzuntcrsuchungen wurde ein Polysaccharid (MW = 2 
kDa), das aus dem Endotoxin von Salmonella typhimurium stammt, verwendet. Sowohl die pi 2 
Mutante (40 oder 200 ng/ml) als aueh das Endotoxin-Polysaccharid waren in 5 mM Citrat pH 2 
gelftst worden. Die Fiuoreszenz im Bereich von 305-450 nm wurde durch Anregung bei 295 nm. 
Es wurden 120 jil eine Losung mit der pl2 Mutante W359 Y W283Y in einer 
Fhioreszenzkiivette vorgelegt die Fiuoreszenz gemessen und anaehlieBend schrittweise 
Polysaccharid zugegeben(Endkonzentration: 0.5 - 120000 nM) und nach mischen der Probe 
erneut die Fiuoreszenz gemessen. In Kontrollversuohen wurde derselbe Versuch ohne die pl2 
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Mutante durchgeftfart und die Messkurvcn gcgen diese Daten komgiert 

Die Bindung von Endotoxin oder einem Endotoxin-Polysaccharid reduziert die Fhioreszenz 
dieser Mutante (Figur 1 1 ), Dies kann fUr den Nachweis von Endotoxin eingesetzt werden- 




i 
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flF.QUENCE LISTING 



:110; 



PROFOS AG 



<12Q> Verfahren zum Naohwois und aur ESritf errxung von Endotoxin 



<130> PRO-013 

<14 0> unknown 

<141> 2003-12-22 

O B0> 8 



<170> Patent In version 3.1 




<210> 1 
<211> 78 
<212> DN£ 

<213> kiinstlich hergestellt© Sequena 
<c«300> 1 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat. 
aatacatatc aacacqtt 



60 
78 




<21Q> 2 
<2JLJL> 54 
<212> DNA 

<213> kunsLlich hergesteJ. .lt.e Sequenz 
<T400> 2 

acgcgc-aaag cttgtcgacg gatcctatca ttcttLLacc LLaatLaLgL agtt ' 

<210> 3 

<r211> 78 

,<212> DNA ; . 

<213> kiinstlich hergestell te Seqimnz 

<400> 3 

gaaggaacta gtcatatggc ttgbbggsgc caoncgcagt: tcgaaaaagg cgccagtaat 

i 

<Z10> 4 . 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kiinstlich hergestellte Seguenz 
<400> 4 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg egeetgtaat 
aatacatatc aaeaegbt 



54 



60 
78 



61) 
78 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



5 

19 
PRT 



kiinstlich hergestellte Seguenz 
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<400> 5 

Met AT a Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
1 5 10 lb 



Thr Tyr Gin 



<210> 6 t 

<211> IS) 

<212> PRT 

<213> kunstlich hergestellte Soquonz 

« 

<400> 6 

Met AJa Cys Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lyn" Gly Ala Ser Asn Asn 
1 5 10 15 

Thr Tyr Gin 




<7,10> 7 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> , kiinstlich hergestellte Sequenz 
<40Q> 7 

Met Ala SQr Trp Sor His Pro Gin Phc Glu Lys Gly Ala Cys Asn Asn 
I 5 10 " ~ - 15 



Thr Tyr Gin 



<210> 
■c2ll> 
<212> 
<213> 



8 

539 
PRT 

kunstlich hergestellte Sequenz 




<400> 8 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 

1 . $ 10 15 

Thr Tyr G'ln H;is Vol Ser Asn Glu Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 

20 2b 30 

Thr Asp Thr Asn Phc Pro Pro Glu He Thr Asp Val Gin Ala Ala lie 
35 ,40 4 5 

* 

Ala Ala He Ser Pro A.l# Gly Val Asn Gly Vn.i Pro Asp Ala Ser Ser 

60 ■ 55 60 . 

Thr Thr Lys Gly He Leii Phe Leu Ala Thr Glu Gin Glu Val He Asp 
65 70 75 J30 



Gly Tnr nsn Asn Thr Lys Ala Val Thr Sfro Alta Thr T.^u A) TIu Ary 



05 



90 



95 



Leu Ser Tyr Pro Asn Ala Thr Glu Ala Val Tyr Gly Leu Thr Arg Tyr 

100 105 110 

53<£r Thr Asp Asp Glu Ala lie Ala Gly Val Asn ASn Glu Ser Ser He 
115 120 125 



Thr Pro Ala Lys PhG Thr Val Ala Leu Asn Asn Val Phe Glu Thr Arg 
130 13b . 14 0 
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Val Ser Thr Glu fl«r Ser Asn Gly Val He Lys lie Sor Ser Leu Pro 
I 45 150 156 160 

Ala Leu Ala Gly Ala Asp Asp Thr Thr Alo Met Thr Pro Leu Ly$ 

165 170 175 

Thr Gin Gin Leu Ala Val Lys. Leu lie Ala Gin Lie Ala Pro Ser Lys 

180 . igr, 1&0 

Ayn Ala Ala Thr Glu Ser Glu Gin Gly val lie Gin Leu Ala Thr Val 
195 200 203 . 

Ala Gin Ala Arg Gin Gly Thr Lou Arg Glu CJ.y Tyr Ala lie Ser Pro 
210 - ^5 220 

< 

* 

Tyr Thr Phe Met Asn Ser Thr Ala Thr Glu Glu Tyr Lys Gly Val lie 
225 230 235 240 

Lys Leu Gly Thr Gin Ser Glu Val' Asn Ser Asn Asn Ala Ser Val Ala 

245 250 , * 255 

Val Thr Gly Ala Thr Leu Asn Gly Arg Gly Ser Thr Thr Ser Mel: Arg 

260 265 270 

Gly Val Val Lys Leu Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 
275 2B0 285 

Ala Ser Ser Ala Leu Ala Trp Asn Ala Asp Val lie His Gin Arg Gly 

290 • ' 295 300 

Gly Gin Thx I JLti Atsu GJLy Till Leu Ajlcj He Atui Abu Thi. L«u Thx. lit: 
3.05 ' 310 315 320 

Ala Ser Gly Gly Alo Asn Ho Thr Gly Thr Val Asn Met Thr Gly Gly 

325 3.30 * = 335 

Tyr lie Gin Gly Lys Arg Val Val Thr Gin Asn Glu He Asp Arg Thr 

340 345 ' 350 

He Pro Val Gly Ala Tie Met Mot Trp Ala Ala Asp Ser Leu Pro Ser 
355 360 365 

Asp Ala Trp Arg; Phe Cys His Gly Gly Thr Val Ser Ala Ser Asp Cys 
370, 375 38 0 

Pro Leu Tyr Ala Ser Arg Tie Gly Thr Arg Tyr Gly Gly Ser Ser Ser 
385 390 395 400 

Asn Pro Gly Leu Pro Asp Met Arg Gly Leu Phe Val Arg Gly Ser Gly 

4 05 410 " 415 

Arg Gly Ser His Leu Thr Asn Pro Asn Val Asn Gly Asn Asp Gin Phe 

420 425 430 

Gly Lys Pro Arg Leu Gly Val Gly Cys Thr Gly Gly Tyr Val Gly Glu 
435 440 445 

Val Gin Lys Gin Gin Met Ser Tyr His Lys His Ala Gly Gly Phe Gly 
450 455 460 

Glu Tyr Asp Asp Ser Gly Ala Phe Gly Asn Thr Arc, AxXj Ser Asn Phe 
465 470 475 4H0 



\ 

i 
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Gly Thr Arg Lys Gly Leu Asp Trp Asp Atari A*g Ser Tyr Pho Thr 

495 490 495 

Asn Asp Gly Tyr Glu lie Asp Pro Ala Ser Gin Arg Asn Sfci? Arg Tyr 

$00 505 510 

Thr L*u Arg Pro Glu Leu lie Gly Asn Glu Thr Arg Pro Trp Asm 

515 C20 &J>S 

Tlo Ser Leu ASn Tyr lie lie L^s Val Lys Glu 
530 b35 1 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mil Bakteriophagenschwanzproteinen, und anschiiefiend 

b) Nachweis von an Bakt(?riopha.genachwatizproteine gebundenem Endotoxin rnilteb 
spektroskopischer Verfahren, EL1SA, chemischer oder enzymatischer 
Nachweisreaktion von Endotoxinen oder abgespaltenen Endotoxinkomponenten, 
oder mittels Kap azitat smes sung . 




2. Verfahren nach Anspruch 1 3 ferner . umfassend nach Schritt a) und vor Schritt b) den 
zusatzlichen Schritt 

a') Abtrennung der Bakteriophagenschwaiizprotein-Endotoxin-Komplexe von der 
Probe, 



3, Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte; 

* 

* 

a) In Kontakl bringen einer Probe enthaltend Endotoxine mit einer Oberllache, 
aaschlieBend 

b) Inkubieren von Bakteriophagenschwanzproteinen an die auf der Oberflaehe 
imrnobitisierten Endotoxine, und 

c) Nachweis der Bakteriophagenschwanzproteine mittels spektroskopischer Verfahren, 
ELISA, chemischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von Endotoxinen oder 
abgespaltenen Eiidotoxmkdmponenten, oder mittels Kapazitatsmessung. 




Verfahren nach Anspruch 3 9 ferner umfassend nach Schritt b) und vor Schritt e) den 
zusatzlichen Schritt • * 

b') Abtrennen der gebundenen Bakteriophagenschwanzproteine vom Endotoxin. 



5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
Bakteriophagenscbwanzprotein einen Strep-Tag oder einen His-Tag aufweist. 



das 



6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Tag erne Aminosauresequen^ gemaS SEQ ID NO. 
5^ 6 oder 7 aufweist 
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7* Verfahren nach Anspruch 5 oder 6 ? wobei a)s Baktcriophagcnschwanzprotein das p!2- 
Protein des PJbagen T4 verwendet wird. 

8, Verfahren nach cineni der vorhergehenden Ansprttche, wobei die Ca 2+ -Konzcntxation in 
der Inkubation 0,1 bis 1 0 mM und dife Mg 2+ -Konzentration 0,1 ^M bis 10 mM betragt 

9. Verfahreti nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei markiertes Endotoxin aus 
der Bindung mil einem Bakteriophagenschwanzprotein verdr&ngt vvird und das markierte 
Endotoxin ansuhlieBend nachgewiesen wird. 
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Fig. 2 
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Fig. 4 
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Fig. 1 1 A 
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